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Identificacio de leveduras isoladas do Rio Una de Prelade, na Estacio

Ecologica de Juréia-Itatins, SP.

Resumo:

A microbiota de leveduras associada & agua do Rio Una do Prelado da
Estacdo Ecologica de Juréia-ltating (Peruibe-SP) foi estudada em trés pontos
distintos: rio, mangue e estuirio. Foram isoladas linhagens de leveduras e fungos
leveduriformes, Das leveduras isoladss, 91% do total se encontram no estado
anamorfo, com caracteristica de leveduras ascomicéticas (74%) e basidiomicéticas
(26%). O género Candida foi o predominante nos trés pontos de coleta, com
freqiiéneia superior a 67%, seguidas em ordem decrescente por Rhodotorula,
Sporabolomyces, Cryptococcus, Williopsis, Khoywveromyces,  Aurepbasidium,
Fellomyces, Zygosaccharomyces e Trichosporon. O género Candida apresentou 21
espécies distintas, sendo o de maior diversidade. A analise de coenzima-( foi
utilizada com sucesso no agrupamento das espécies de Candida em complemento 4
taxonomia convencional Trés grupos distintos foram delineados no género Camdida
respectivamente com a predomindncia de coenzima Q-6, Q-7 ¢ (-9 na cadeia

respiratonia.



Identification of veasts isolated from Una do Prelado River, Ecological Station of

Juréia-ftatins (SP -~ Brazil).

Summary:

Yeasts and yeast-like fungi associated to water were studied in three
different environments of the Una do Prelado River {Ecological Station of Juréia-Itatins,
Peruibe, SP - Brazil): freshwater, mangrove and estuary. Among the yeasts, 21% were in
the anamorph state, of which 74% were ascomicetous and 26% basidiomycetous, Isolates
of the genus Candida were predominant in all the environments studied (lmgher than
67%), followed by Rhodotorula, Sporobolomyces, Cryplococcus, Williopsis,
Kluyveromyces, Aureobasidium, Fellomyces, Zygosaccharomyces and Trichosporon.
Twenty-one species of Condida were identified, representing the highest diversity
amongst the genera studied. Ubiquinone (Co-Q) analysis was carried on all Candida
isolates complementing the morphological and biochemical identification. These isolates
could be divided into 3 groups according to the predominant Coenzyme -Q type: Q-6, Q-7
and Q-9

Vit



1- INTRODUCAO.

A Mata Atlantica € uma das principais formagOes florestais do nosso pals,
recobrindo a fachada Atldntica da Serra do Mar, Foi a primeira floresta a sofrer
exploragdo frracional, iniciada com a retirada do pau-brasil ¢ sofrendo interferéncia
do homem até os dias de hoje (CAPOBIANCO, 1987). Em 1974 com a implantacio
do Programa de Estacdes EcolOgicas, visando conservar amaostras representativas
dos principais ecossistemas do Pals, alguns sistemas foram manfidos intactos
(CARNEIRO DA PAIXAO, 1984). A Mata Atlantica encontra-se reduzida 3 menos
de 5% de sua coberfura original, no entanto possut uma vasta planicie, restinga,
manguezais, dunas ¢ banhados. Apresenta uma biodiversidade de organismos
endémicos ainda nfo estudados, pois a floresta possui manchas verdes ainda
intocadas pelo homem (CORTESAQ, 1989).

A preocupacio com a preservacio da Estaclio Ecologica de Jurdia-Itatins,
iniciou-se na década de 70, quando foi levantada a idéia de se implantar uma usina
nuclear no local (CARNEIRO DA PAIXAQ, 1984).

De um total de 15000000 espécies estimadas no inventario da
biodiversidade mundial, apenas 69.000 sdo conhecidas, correspondendo apenas a
5% da totalidade (BULL et al, 1992). Para tenmtar recuperar uma peguena
porcentagem que resta ainda neste inventério vem-se fazendo, em tode o mundo,
inimeras pesquisas, envolvendo estudos sobre a biodiversidade de plantas, animais e
microrganismoes, tanto em sistemas terrestres como aguaticos, buscando a
compreensdo do sistema como um todo aliado ao desenvolvimento de novos
processos biotecnoldgicos (GOODFELLOW & O"DONNEL, 1992).

As leveduras so microrgamsmos unicelulares, amplamente distribuidos em
dgua, solo e ar. Na dgua encontramos diferentes espécies de leveduras, tanto as
autdctones como as aldctones. As alOctones, nfo sfo ornigindrias do local em que
habitam, mas provém da lavagem do terreno, das folhas e vegetacBes vizinhas e

oriundas da deposigdo de esporos do ar, trazidos pelo vento ou mesmo de detritos



de origem animal e humana. Algumas dessas espécies, em condigGes absolutamente
naturais, se adaptam rapidamente 20 novo ambiente aquatico e se tornam populagio
habitual, ji outras podem alterar o equilibric médio entre as espécies causando um
certo risco na diversidade As espécies autoctones, originais. do local onde se
encontram, estio ligadas as condigdes dos espelhos da agua em que se encontram,
sofrendo variagio com as alteragles das temperaturas, porcentagem de oxigénio
dissolvido, pH, grau de contaminagdo por esgotos ¢ efluentes nas suas vérias formas
com as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente aquatico. As autdctones se

encontram em equilibrio com espécies predominantes (PARDO, 1983).

Nota-se uma forte deficiéncia em estudos envolvendo diversidade de
microrganismos em ambientes aquaticos, principalmete quando se trata dos grupos
dos fungos filamentosos e unicelulares (YAMASATO et al, 1974).

As leveduras utilizadas no presente trabalho foram isoladas das aguas do
Rio Una do Prelado na Estaciio Ecolégica de Juréia-Itatins, no Estado de Sdo Paulo,

com 0 seguinte objetivo:
« Classificar taxonomicamente teveduras isoladas da dgua,

» Distinguir entre linhagens aloctones e autoctones em ambiente aquatico.



2 -REVISAO DA LITERATURA.

2.1-Caracterizacio da Estacdo Ecolégica de Juréia-Itatins,
2.1.1 -Consideracdes gerais.

QO Programa de Estagdes Ecologicas foi imciado em 1970, visando
conservar amostras representativas dos principais ecossistemas do Brasil, de modo a
proporcionar ¢ estudo entre esses ambientes ¢ as 4reas vizinhas ocupadas pelo
homem. A preocupacio com a preservacio da Juréia imiciou-se na década de 70,
quando foi 'cogitado em transformar o local em uma usina nuclear (CARNEIRQ DA
PAIXAQ, 1984).

Em S#o Paulo, a Mata Atlintica encontra-se reduzida a menos de 5% da
cobertura original das areas de conservagdo do Estado; a Estagfio Ecoldgica de
Juréia consiste uma grande parte dessa Mata, contando com uma vasta planicie,
restinga, manguezais, dunas e banhados (ANONIMO, 1960).

Em 1979, dois anos apds o tombamento da Juréia, a SEMA - Secretaria
Especial do Meio Ambiente (Governo Federal) recebeu, através de um Contrato de
Comodata assinado no dia 25 de julho, com os proprietarios da regifio, o direito de
torna-la uma Estacdo Ecologica (CAPDBIANCO, 1987),

A érea destinada & Estaglio esta protegida pelo Decreto Presidencial n©
84.771 (1980), que declara de utilidade pliblica uma parte do Iitoral paulista, em
decorréncia da implantagdo das Usinas Nucleares 4 ¢ 5, do Programa Brasileiro de
centrais Nucleares. Além diséo, b4 o Decreto Presidencial n® 84.973 (1980 que
dispde sobre a co-localizagio das Estagdes Ecoldgicas e Usinas Nucleares.
(CARNEIRO DA PAIXAOQ, 1984). A Estagdo Ecolbgica da Juréia-Itatins foi criada
pelo decreto n©24.646 de 20.01.1986, sendo sua lei promulgada sob o n® 5.649 em
1987 (ATTILI et al,, 1995; CAPOBIANCQ, 1987)



2.1.2 -Localizacio da Estacio Ecolbégica de Juréia~Itatins.

A Estacio Ecolégica de Jurédia-Itating, possut uma drea de 79.200 ha, esta
tocalizada no litoral sul do Estado de Sio Paulo, abrangendo as cidades de Peruibe,
Iguape, ltarari e Maracatu e situa entre os paralelos 24918'47" ¢ 24936'10" de
fatitude sul ¢ 47000°00" e 47930'07" de longitude oeste (LANGEANI FILHO, 1989;
ATTILI et al., 1995).

2.1.3-Condicoes climaticas,

(O clima dessa area caracteriza-se¢ como tropical sub-quente, super-tmmido,
sem seca, com um indice pluviométrico podendo superar os 4.000 mm por ano,
embora esteja envolvida pela isoieta de 1.750 mm (LANGEANI FILHO, 1989,
ATTILI et al, 1995; CARNEIRO DA PAIXAQ, 1984). A média pluviométrica no
perfodo de fevereiro de 1991 a janeiro de 1994 foi de 3428 mm (ATTILI & al,
1995). Com relacdo 4 umidade relativa do ar, é possivel observar que na maior parie
dos meses, os indices permanecem na faixa dos 80% a 100% (ATTILI et al, 1995,
CARNEIRO DA PAIXAQ, 1980).

As temperaturas médias situam-se ao redor de 22.7°C, com & média das
mininas em torno de 18°C e a das maximas em 29.9¢C (CAPOBIANCO, 1987).
Existe na Estacio Ecologica de Juréia-Itatins um gradiente vertical de temperatura
variando com a altitude, correspondendo em média a 19C para cada 250 metros.
Para estudar dados sobre o clima foi instalado um posto termopluviométrico no

local pela Fundac@io Tropical de Pesquisa “André Tosello” (ATTILI et al., 19935).



2.1.4-Topografia da Estacdo Ecologica de Juréia-ltatins,

Entre as extensas formagdes quaternarias da Baixada do Ribeira, destaca-se
um pontdo rochoso (Ponta da Juréia) que avanga para © mar, apresentando
orientacdo predominante E-O. Mais ao norte, aparecem outros pontdes (Ponta do
Girajaina e Pomta do Una) gque se dispdem parelelamente a Ponta da Juréa
interceptando as praias que se estendem até as proximidades de Peruibe. S8o0 elas a
Praia do Rio Verde e a Praia do Una. {(TARIFA et al., 1984, CARNEIRQC DA
PAIXAO, 1984).

De acordo com o Mapa Geologico do Estado de S8o Paulo (1.G.G. 1974,
esses trés pontdes, representam afloramento de rochas pré-cambrianas e
cristalofianas sendo a Ponta da Juréia constituida de gnaisses e migmatitos. Para o
interior, essas rochas se estendem formando amplo macigo que se encontra
circundado pelas planicies do rio Una do Prelado e do rio Cumprido (a oeste), Rio
Cacunduva, (a0 norte} e Ribeirio Grajatina (a leste} (TARIFA et al, 1983,
CARNEIRO DA PATXAQ, 1984).

As 4dreas montanhosas, com altitudes médias entre 400-600 metros e picos
isolados que ultrapassam 800 metros, encontram-se circundadas por bamxadas
sedimentares quaternarias. As variagdes de topo e altitude sfo significativas,
existindo compartimentos ao nivel do mar, enquanto outros estfo algados a mais de

600 metros (TARIFA et al., 1984).

2.1.5-Cobertura vegetal.

Na édrea compreendida pela Juréia pode-se distinguir varias formagdes
vegetails que se individualizam fisionomicamente, floristicamente e até mesmao
quanto a sua localizacio geografica (LANGEANI FILHO, 1989)

Assim sendo, podemos encontrar grandes porcles da Mata recobrindo as

diversas formagdes montanhosas: jundt nas grandes planicies de restingas,

5



manguezais na Foz do Rio Una e do Rio Verde ¢ vegetagiio de altitude no topo do
maci¢o da Furéia (CAPOBIANCO, 1987).

Neste local estdo representados 0s principais ecossistemas existenies no
litoral paulista, antes da intensa especulagio imobilidria ocorrida ao longo do litoral
paulista. Estes diferentes ecossistemas sao o resultado das complexas inter-relagles
existentes entre os seres vivos e seu ambiente. Os diferentes ecossistemas se
enconiram submetidos ao mesmo clima ¢ refletem as condicSes do substrato sobre o
qual se desenvolvem, Portanto, na planicie de restinga, constituida por sedimentos
arenosos de formacio recente, pode-se notar com clareza a existéncia de um
gradiente crescente de biomassa e diversidade vegetal no sentido praia interior. Essa
diferenca corresponde 4 progressiva methoria da qualidade do solo, decorrente da
constante incorporacio de hamus e da atenuagio dos efeitos resultanies da
proximidade com o oceano (CAPOBIANCO, 1987, LANGEANI FILHQO, 1989},

A Mata Tropical é a formagfo que caracteriza a area da Estacio Ecolbgica
estendendo-se por toda a regiio serrana, pré-serrana ¢ baixada. Constituida por
individuos de porte arbéreo bem desenvolvidos, trata-se de uma mata bem
estratificada. A mata é do tipo pluvial, caracterizada como a floresta que recobre as
Encostas da Serra do Mar, apresentando-se alta, latifoliada, sempre-verde, tropical
amida, pertencente a subséne florestal Dratica, Mesofitica ¢ Higrofitica
(LANGEANI FILHO, 1989). A vegetagdo ¢ densa na sua base e a medida que 2
declividade aumenta surgem arvores de menor porte. Na parte superior do macieo
ocorre uma substituicio paulatina da formagiio arborea pela arbustiva. No topo do
macico ocorre os chamados campos de altitude, caracterizados pela predommndncia
de vegetacdo rasteira (CAPOBIANCO, 1987).

A mata que recobre Juréla-ftatins foi classificada desta forma como
Floresta Tropical Latifoliada Perenfolia Tropical Umida de Encosta. Essa Mata da
planicie litornea forma um continuo com a Mata Atldntica que recobre 2 setra dos
Itatins, 0 macigo da Juréia ¢ outras elevages que aparecem na regifio. Essa floresta,

que se desenvolve sobre solos originados de rochas do macigo cristalino, apresenta



uma exuberincia muito maior, com um dossel que chega a atingir 18 metros de
altura. Sob essa cobertura continua podem ser distinguidos pelo menos dois outros
extratos: um constituido por espécies arboreas de alturas entre 5 ¢ 8 metros e outro
formado por arbustos e herbaceas de menor porte. E notavel a presenca de
pteridofitas e palmeiras, como o palmito, e a abundincia de epifitas como bromélias
¢ orquideas que recobrem grandes porgdes dos ramos das arvores (CAPOBIANCO,
1987). O extrato arboreo ¢ dominado por mirtdceas, rubidceas, leguminosas e
melastomataceas. Dentre as arvores de importante valor econémico encontra-se o
Jacarandd sp, Tabebuia sp, Ocotea sp, Dalbergia sp, Ormosia sp ¢ Futerpes edulis

(palmito) (CAPOBIANCO, 1987, LANGEANI FILHO, 1989).

2.1.6-Caracterizaciio do solo.

Amostras de solo coletados e analisados pelo Instituto Agronémico de
Campinas nas regides de mata ¢ mangue da Estaglo Ecologica, fornecem os
seguintes resultados: o solo de mata ¢ fortemente cido (pH 4,5), moderadamente
rico em matéria orgdnica (3,7%) e com 2,0 meg/100 mL de A", 0.3 meq/100
mL de Cat™, 0,2 meq/100 ml. de Mgt™, 40 mg/mL e K e 4,1 mg/mL de P, portanto
sem grande riqueza nutricional. O solo de mangue € acido (pH 5,0) contendo 3,9%
de matéria orgdnica 0,1 meq/100 mL de A", e 0,9 meq/100 mL de Ca™, 2,0
meq/100 mL de Mg*t, 176 mg/mL de K e 5,1 mg/mL de P, portanio o estado
nutricional do solo de mangue ¢ significativamente maior que o da mata

(CARNEIRO DA PAIXAQ, 1984).

2.1.7-Rede hidrografica.

A planicie Costeira Sul-Paulista ¢ uma regido bem diferenciada ocupando
quase um décimo da area do Estado de S3o Paulo. Constitui a parte baixa da

Fachada Atlintica que termina na Serra do Mar. Na interface entre a Baxada ¢ a



Serra hd uma Regifio Pré-Serrana na qual se acomodam as diversas bacias de
captagdo dos vales fluviais até se expandtr na Baixada inferior, em estuarios que se
abrem para o mar, Dentro da Baixada, ha 2 areas: o hitoral arenoso, ou lamacento,
de restingas ou banhados, e o distal com aluvides continentais. Toda a regiio ¢
dominada pelas aguas, ndo s6 dos numerosos rios que a atravessam, mas dos canais
lagunares que s8o bracos de mar separando ithas como as de Cananéia ¢ ltha
Comprida formando em conjunto um ambiente estuarino-lagunar. O regime
hidrologice ¢ caracterizado pelas altas precipitagbes bem distribuidas ao longo do
ano e carecendo de verdadeiros periodos de seca com déficit hidrico. Existe uma
grande quantidade de pequenos cursos de aguas superficiais formadores de rios de
pequeno porte, apenas coletores de aguas superficiais, sfio ps de baixada, que
nascem em banhados ou esteiros ou em lagoas inter-restingas. Devido 4 pequena
declividade das baixadas, suas aguas sdo pouco movimentadas. Os dois matores rios
desta categoria sdo os rios Una da Aldeia e Una do Prelado, que tém suas nascentes
no Banhado Grande O primeiro inflete para NE atravessa a Juréia e, ap6s um
percurso de 60 km, desdgua no Mar enquanto que o segundo se dirige para a
diregio SO até encontrar ¢ Rio de Iguape (NAVARRA, 1988). O Rio Una do
Prelado possui sistemas de drenagem bastante difusos, distribuidos pelos terrenos

podzolicos da planicie aluvional {LOPES & POR, 1990).

Existem os rios exogenos (rios de 4guas brancas), que nascem fora da
baixada, seja no planalto, seja nos limites da regido serrana. O Rio da Ribeira, cuja
nascente € no Parand, € o Unico rio de nascente que banha a regifo. No estado de
S8o Paulo ele desce a regidio serrana com tmpeto gue vai perdendo aos poucns na
regifio pré-serrana até chegar em Eldorado. Apartir dai ele torna-se navegavel com
um desnivel até o mar de 0,16 m por km Mudando de nome, para Ribeira do
Jguape, na Baixada ele recebe o afluxo dos seus afluentes mais importantes, pela
margem esquerda, o Rio Juguid, e pela margem direita o Rio Jacupiranga
(NAVARRA, 1988, LOPES & POR, 1990),

Os Rios de Escarpa, nascem na Regido Serrana, descem inicialmente com

grande declive, formando as vezes cachoeiras e tem pouco percurso na Baixada
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onde passam a ser tributarios de Rios de Baixada. Como o Rio Verde que nasce no
Macigo da Juréia (NAVARRA, 1988, LOPES & POR, 1990).

Praticamente todos os tios da regifio encontram-se sob mnfluéneia da dpua
do mar. A alternancia da fases marinhas e de a4gua doce, em conjunto com as amplas
flutuagfes do pH, representam um grande estresse ambiental para a biota dos rios da
Baixada. Por isso, os rios de dguas claras e de aguas pretas da regifo ndo possuem
condigdes favoravers para o estabelecimento de uma fauna endémica comparavel a

dos rios amazonicos (LOPES & POR, 1990},

A rede hidrografica existente na Estacfio Ecologica de Juréia-ltating,
constituida pelos nos Una do Prelado, praticamiente circunda o Macigo da Juréia,
Grajatna, Verde, Descalvado, Branco, Carvalho, Cacunduva, Guaran, das Pedras,
Despraiado e o rio Itingucu (LANGEANI FILHQO, 1989). O rio Una possui um
curso Noroeste (NO) através de um plano sedimentario com elevagio extremamante
bama (4 metros), delimitado pelas enrrugac¥es da montanha precambriana da Serra

dos Itatins {POR et al, 1984),

0O Rio Una do Prelado € um dos mais importantes rios da regido, servindo
como bacia de captagio dos diversos rios que descem a vertente norte da Serra da
Juréia e a vertente atlintica da Serra dos Itatins. Esse rio funciona como um coletor
dessas aguas, nfo tendo uma nascente propriamente dita, Sendo o rio Una um rio de
elevacio minima, ¢ dominado pela influéneia das marés, que € sentida por mas de
30 km ao longo do rio. E fortemente influenciado pelas aguas das chuvas, pelo fato
de estar numa regidio com alto indice pluviométrico. Este rio carrega alternadamente
agua salgada e agua doce (CAPOBIANCO, 1987).

Durante o periodo de seca e na primavera o 1o se torna um rio hipicamente
com caracteristicas de estuario invadido pela salinidade normal e as caracteristicas

tamponantes da agua do mar (POR et al., 1984).

0 Rio Una do Prelado ¢ um rio de “agua preta” (“Una” quer dizer negro

em tupi guarani) com cloreto de sddio dominante e coloragdo escura devido a



presenga de substincias humicas em teores excepcionalmente altos, possivelmente
originada pelo processo de lixiviagio do material vegetal originade na restinga,
responsavel pela liberagdo de acidos homicos (LOPES & POR, 1990). No periodo
de chuvas o teor orgdnico aumenta notavelmente e as agvas adquirem um tom
amarelo escuro mtenso. Em fungfo da presenca de acidos hamicos, o pH diminui,
variando na faixa de 3,7 2 6,0. O balango dnion-cation nfio € satisfatério para o5 rios
de aguas pretas devido possivelmente 3 capacidade de reten¢lo de cations da
matéria orgnica humificada. H4 uma conservagio de bicarbonato calcic com
aumentos refativos e absolutos de cloreto de sodio. Podendo-se pensar num
processo de salinizagio uma vez que nflo é possivel a influéneia da contaminagiio do

aquifero com aguas marinhas (NAVARRA, 1988).

() ric Una ¢ comparado de antemdo com o rio de &gua preta da Amazdnia e

também se aproxima com ¢ sistema de estuario de Cananéia (POR et al., 1984},

Devido ao fato de variar muito as condig@es hidrologicas, a fauna mostra
densidades muito baixas. A floresta de mangue é bem desenvolvida mas nio é
acompanhada da usual presenca de ostras, cracas ¢ mexilhdes nesse ecossistemas

(CAPOBIANCO, 1987}

Em fungdo destas caracteristicas o phylo- e o zooplankton do estudrio
representa uma imagem ruito flutuante. O zoobenthos que rodeia a floresta tropical
¢ extremamente esgotado, fanio em numero de especies como na densidade
populacional. O phylebenthos de macroalgas € favoravelmente bem desenvelvido

(POR et al., 1984).

2.2-Ecologia de Leveduras

Segundo JONES (1987) ¢ bastante dificil se definir uma comunidade natural,
uma vez que ndo se consegue isolar a maioria das bactérias e fungos presentes no

substrato conhecidos como microrganismos nfo cultivavets. O ecossistema € uma
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unidade funcional elementar da ecologia, compreendendo os organismos, 0 meio
ambiente e as relacdes entre eles, As bactérias e os fungos sdo partes essenciais de
quase todos os ecossistemas {RHEINHEIMER, 1987).

O estudo de ecologia de leveduras se preocupa com a maneira pela qual elas
se propagam na natureza. Também ¢ estudado os substratos na natureza que possam
suportar o crescimento das leveduras, e as razfes especificas para a ocorréncia nos
ambientes naturais em questdio. Paralelamente procura-se estudar a interagio entre
elas e outros tipos de microrganismos, assim como as demais formas superiores de
vida {insetos, animais, algas, plantas, etc.). A maioria das leveduras possuem uma

vida saprofita, mas podem ocorrer na forma de parasitas (PHAFF et al |, 1978).

As leveduras podem ser definidas como fungos unicelulares reproduzindo-
se por brotamento ou fissio (KURZMAN & PHAFF, 1969, DAVENPORT, 1980).

Leveduras estdio associadas as plantas pelo fato delas oferecerem maior
variedade de subsiratos essenciats para o crescimento das leveduras, como os
aguiicares, polissacarideos, compostos de carbono, sais minerais do solo,
micronutrientes ¢ vitammnas {PHAFF & STARMER, 1987).

A superficie externa das folhas proporciona um excelente ambiente para o
desenvolvirnento de microrganismos. Normalmente, as folhas de clima tropical
eliminam exsudatos agucarados, que podem suprir a necessidade de carbono das
leveduras. A maioria das leveduras que crescem em folhas s3o degradadoras,
fazendo parte de géneros ndo fermentativos, como. Cryprococcus, Rhodotorula,
Aunreobasidium, Sporobolomyces, Khiyveromyces veronae, Saccharomyces rosei e

Sacch. pretoriensis (PHAFF et al., 1978).

Flores abrigam leveduras que se alimentam do néctar. A disperséic de
leveduras entre as flores ocorre principalmente através das abelhas responséveis pela
polimzagio e outros insetos (vespas, borboletas) que se alimentam do néctar das
flores. Leveduras estudadas em flores fazem parte de um grupo bem definido. A

maioria das leveduras associadas a flores s§o estritamentes oxidativas, sendo a
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minoria fermentativa. Aureobasidium ¢ sempre a mais encontrada, seguida por
especies de Cryptococcus, Rhodotornla e Sporobolomyces, Candida e Torulopsis
{PHAFF et al., 1978).

Na regido de Uruarama, no Estado do Rio de Janeiro, foram isoladas
leveduras coletadas do solo, fruta, flor de abacaxi (de variedade Dvsmicoccus
brevipes ¢ Thecla basilidis), sendo encontradas linhagens represemtantes dos
géneros Cryptococeus, Rhodotorula,  Sporobolomyces, Trichosporon, | Candida,
Geotrichum, Hanseniaspora, Hansenula, Pichia e linhagens de leveduras pretas

(HAGLER & AHERAN, 1987),

Fot realizado um trabatho sobre isolados de leveduras em frutos de espécies
nativas da Regido do Banhado Grande, na Estagio Ecolégica de Juréia-Itatins,
Foram colstados frutos carnosos de vinte espécies diferentes de angiosperma
durante o periodo de 1991 e 1992, onde duzentas ¢ duas linhagens de leveduras e
fungos leveduriformes foram isoladas. Dessas 73,8% apresentaram afinidade
ascomicética, sendo que Camdida e Kloeckera, juntamente com o seu estado
perfeito, Hanseniaspora, foram os predomimantes. Cryptococcus, Sporoholonyces,
Bullera, Pichia, Hansenula, leveduras pretas e outras linhagens com afinidade

basidiomiceticas também foram isoladas (PRADA, 1994).

Os géneros encontrados em arvores foram: Saccharomyces kluyveri,
Schizosaccharomyces, Rhodosporidium, Citeromyces, Candida, Pickia, Torulopsis,
Cryptococcus entre outros. Estas leveduras estdo comumente associadas a
exsudatos que sfo liberados em lesBes do caule ou a insetos que se alimentam destes
exsudatos (PHAFF et al,, 1978),

A maioria dos estudos sobre associagdo de leveduras com animais estfio
relacionados a animais de sangue-quente, insetos e crusticeos. Existem leveduras
capazes de crescer nos intestinos de animais, sendo algumas delas patogénicas.
Exemplos de leveduras consideradas parasitas facultativos, com a capacidade de
crescer a 37°C e se multiplicar na cavidade intestinal de animais sdo: Candida

tropicalis, C. parapsilosis ¢ Trichosporon cutaneum. Denire as leveduras gue
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podem estar associadas a infecgGes estdo: Candida albicans, C. steflatoiden, C.
rropicalis, (. pavapsilosis, Torulopsis glabrega, ¢ Cryptococcus neoformars.
Leveduras ndo patdgenas podem também occorrer na pele (carcaga) do ammal

(PHAFF et al., 1978).

Exame de varios géneros de peixes da bata de Biscayne e do litoral das
Bahamas, revelaram que as leveduras est8o restritas ao trato intestinal da maionia

destes animais (FELL & VAN UDEN, 1963).

Linhagens de Candida parapsilosis, entre outras, foram encontradas em
peixes e mariscos fermentados na Tailandia. Esta espécie foi também isolada de
frutos, flores, vegetals fermentados, cereais fermentados e alimentos ndo

fermentados (SUZUKI et al,, 1987).

Foram isoladas 35 culturas de leveduras de camardo (Peneaus setiferus)
coletado no Golfo na Costa do Texas. As culturas foram agrupadas nos géneros
Rhodotorula,  Trichosporon, Torulopsis, Pullilaria, Candida, Hansemula e
Trichosporon (PHAFF et al., 1952). Dentro das leveduras isoladas prevaleceram as
fermentativas, do género Candida, (Geotrichum, Trichosporon, [Debaryomyces,
Rhodotorula, Kloeckera, Cryptococeus e Hanserla num trabalho relacionado com

camario {Penaeus schimitii) na baia de Rio de Janeiro (PAGNOCCA et al., 1987},

Leveduras como Rhodotorula ¢ Torulopsis foram encontradas nos
sedimentos e no intestino do caranguejo Uca pugilator, na zona de mares na costa
oriental americana, com indicios que levam a crer que as leveduras favorecem o

crescimento deste crustaceo (RHEINHEIMER, 1987).

Provavelmente os insetos constituem a maneira mais importante das
feveduras se disseminar na natureza. A associagio freqliente de leveduras ¢com os
insetos é reconhecida como o resultado da importdncia nutrictomal dos
microrganismos no ciclo de vida de varias espécies de amimais (PHAFF &

STARMER, 1987). Como é o caso da Drosophila (ROSA, 1993). Esta associagio
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também pode ser simplesmente mecénica, onde os insetos carreiam as leveduras nas
partes externas do corpo (PHAFF & STARMER, 1978},

O solo pode ser considerado, na maioria dos casos, um reservatorio onde
as leveduras podem crescer livremente, Uma vez que o solo abriga plantas, micro e
macro organismos, residuos de ammais, ete, ¢ possivel se isolar uma grande
variedade de leveduras desse ambiente, Algumas das espécies comumente
encontradas no solo sio: Hawsemmla saturns, H. califormica, H. suaveclens,
Debaryomyces castelli, Candida fmmicola, C. scottil, Cryptococcus terrens, entre
outras (PHAFF et al, 1978, PHAFF & STARMER, 1978). Leveduras do género
Torulopsis e Candida foram encontradas e identificadas em estudo de leveduras do

solo da Amazonia (MOK et al., 1984).

2.2.1-Leveduras associadas s ambientes agquiticos.

Fungos filamentosos e leveduras podem ser encontrados em lagos, rios e
mangues, vivendo nos ambientes mais diversos, como os fungos que se desenvolvem
igualmente no solo umido, nos lagos e nos rios (YAMASATO et al, 1974). Fungos
aquaticos necessitam de nitrogénio livre, proteinas, agUcares, lignina e quitina,
podendo se desenvolverem em aguas acidas ou alcalinas (crescendo na faixa de pH
de3,229,6)(GOTO et al, 1974a).

A maioria dos estudos feitos com leveduras, tem relacionado leveduras de
gstuarios, zonas costeiras e litordneas, ¢ na maioria dos casos relaciona-se com
aguas poluidas. O estudo com 4guas de Oceanos e de dgua doce ainda € bastante
escasso (YAMASATO et al. |, 1974).

Um nimero bastante variado de leveduras pode ser encontrado em dguas
doces ou salgadas. A populagiio de leveduras € muito maior em agua doce que na
salina, sendo que a populacio de leveduras decresce a medida que se val
distanciando da costa em dire¢io ao mar aberto (HAGLER & AHERAN, 1987)
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E evidente que as aguas recebem as leveduras provenientes de diferentes
fontes. O carreamento de leveduras por fontes terrestres pode ser mais provavel em
rios, lagoas e regides costeiras. Por outro lado as leveduras podem se propagar na
fauna ¢ flora caracteristicas do ambiente aquético, como por exemplo algas € os
plancions em oceano aberto {HAGLER & AHERAN, 1987).

Dentre as leveduras econtradas em agua salgadas estdo: Candida diddensii,
Candida polymorpha, Rhodotorula rubra, Rhodotorula marina, Cryptococcus
laurentii. As leveduras produtoras de esporos encontradas foram: Debaryomvees
hansenti,  RKhodosporidium  sphaerocarpum, Rhodosphoridium  dacryoidum ¢
algumas do género Messchnikowia (PHAFF et al., 1978).

Leveduras de modo geral sdo mais abundantes no litoral do que em aguas
ocednicas, existindo uma forte evidéncia de que elas sdo mais abundantes em
estuarios do que em oceanos. A presenga de leveduras aquaticas ¢ justificada pelo
reabastecimento orundo do escoamento terrestre das matérias vivas no mar e
presenca de residuos biologicos (VAN UDEN & FELL, 1968)

Leveduras marinhas sfo aquelas isoladas de materiais marinhos com
equivalentes terrestres conhecidos. Com 1sso diversas espéeies novas vem sendo
descritas como oriundas de fontes marinhas. Quando se fala de ambiente marinho,
considera-se tanto do mar aberfo quanto as regides de estudrio e aguas confinadas
que sdo influenciadas pelas marés, onde a salintdade ndo € significattvamente
diferente da agua do mar para onde elas fluem. Com poucas excegdes, leveduras
oriundas da 4guna do mar tem correspondentes terrestres. Uma delas € a
Metschinikowetla, orunda de ambiente marinho, mas que ja conta com indicagdes
de que seus representantes podem ser encontrados em todos os lugares (VAN

UDEN & FELL, 1968).

A presenca de leveduras verdadeiras em dgua do mar foi detectado por
Fischer e Brebeck em 1894. Em 1908, Tsinklinsky isolou duas espécies de leveduras
em agua marinha na costa do sul do mar da China. Griaf, em 1909, isolou a espécie

Torula denitrificans. Em 1955, Bhat e Kachwalla coletaram leveduras aquaticas
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enire 2 a 6 mithas da costa de Bombay, encontrando: Succharomyces italicns, ¥,
chevalieri, S, rvosei, Debaryomyces hansenii, Fichia guilliermondii, (anddida
tropicalts, Tornlopsis glabrata, T, copdida e algumas espéeies do  género
Rhodotorula. Qutros estudos foram realizados por Kriss e co-autores, em 1959, que
constataram a presenca da Rhodotorula rubra, Rhodotorula gluting ¢ Urypiococcus
aerius em ambientes marinhos. Fell, em 1960, 1solou 179 cuituras procedentes de 53
amostras na baia da Biscayne, na Florida, onde culturas do género Candida e
Rhodotorula foram predominantes. Shimano, em 1962, isolou 115 diferentes
espécies de leveduras do Pacifico Norte, préximo ao Japio (VAN UDEN & FELL,
1968}

Estudos envolvendo isolados de leveduras em estuarios sdo mais recentes,
iniciando-se por VAN UDEN em 1967, no litoral da Florida ¢ da Califérnia. No
estudrio do rio Tagus, Sado, e Guadiana em Portugal a contagern populacional foi
de 118 a 1228 unidades de leveduras viaveis por litro (VAN UDEN & FELL,
1968).

Num trabatho de isolamento de leveduras de aguas marinhas, procedenies
das praias de Piedade, Boa Viagem (Recife) ¢ do canal de Santa Cruz, na Iiha de
Itamaracd (PE), foram considerados como fatores importantes: profundidade de
coleta, temperatura, salinidade, pH, oxigénio ¢ a presenca ou auséneia de algas.
Fatores como salinidade, temperatura, profundidade e concentragiio de maténa
organica foram decisivas para diferenciar o material coletade. Uma variedade mator
de espécies de leveduras (Candida tropicalis, Camdida guilliermondii, Candida
parapsilosis, Rhodotorula graminis, Saccharomyces bailii e Debaryomyces vini} foi
isolada da Praia de Piedade. Na Praia de Boa Viagem foram isoladas 77 coldmias de
leveduras imperfeitas pertencentes a 2 géneros distintos: Candida parapsilosis,
Camdida tropicalis ¢ Rhodotorula graminis. No Canal de Santa Cruz foram isoladas
78 colénias de leveduras, todas imperfeitas, representada pelo género (aradida
(QUEIROQZ & MACEDO, 1972).
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A analise quantitativa e qualitativa de leveduras isoladas de algas marinhas
procedentes das Praias de Piedade ¢ Boa Viagem, foram realizadas em 25 amostras
de algas, classificadas em 7 géneros distintos. Na Praia de Piedade foram coletadas
amostras de algas pertencentes a 5 géneros, Tendo sido isolados 42 coldnias de
leveduras pertencentes ao género Candida. Na Praia de Boa Viagem foram colhidas
amostras de algas pertencenies a 3 géneros, tendo sido isoladas 60 colbnias de
leveduras representada por Candida tropicalis, Trichosporon sp., Torwlopsis

versalilis ¢ Saccharomyces florentinus (QUEIRQZ, 1972).

Leveduras iscladas em ambientes marinhos como Rhodotornia rubra,
Aureobasidium putlulans, Candida sp., Cryptococcus albidus variedade albidus.
Debaryomyces hansenii foram cultivadas em meios com salimdade vanada, para
testar o crescimento sob condigles especificas de osmotolerdancia. Debaryomyces
hansenii apresentou uma maior tolerdncia as condigles salinas diversas, ficando
Aureobasidium pulullans com a menor taxa de crescimento (HERNANDEZ -
SAAVEDRA et al, 1995; HERNANDEZ - SAAVEDRA et al, 1994; GOVIND &
BANASZAK, 1992).

Leveduras foram encontradas no Oceano Pacifico desde a superficie até
4000 metros de profundidade. A maioria das linhagens foram identificadas como
Rhodotorula, Cryptococcus, Debarvomyces e Candida. A tolerfncia salina para
estes géneros vartam de 9 a 21%. Nesta pesquisa 73,3% das leveduras foram
isoladas da superficie. Das restantes, a maioria foi isolada entre 0 a 20 metros de
profundidade e somente algumas poucas espécies foram encontradas entre 20 a 400
metros de profundidade (YAMASATO et al, 1974). Os mesmos géneros foram
também encontrados na superficie da dgua do mar na Peninsula de Miura, Japido,
entre 0,3 e 3,0 metros de profundidade (GOTO et al,, 1974b).

Entre linhagens de leveduras coletadas de sedimentos a 1200 metros de
profundidade, na Baia de Sagami e na Baia de Suruga no Japdo em 1977 identificou-
se uma linhagem de Candida (linhagem Y 40) caracterizada pela habilidade em
degradar n-alcanos (FUKUMAKI et al., 1994}
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No estudrio da Baia de Biscayne, as leveduras foram encontradas em
profundidade de 9 cm do sedimento. A presenca das leveduras em profundidade
ligeiramente maiores, dentre dos sedimentos ¢ devido & consideravel agitaciio das
ondas e do rapido assentamento do sedimento, que é caracteristico de 4reas de
e8tuario com aguas rasas { VAN UDEN & FELL, 1968).

O género Candlida ¢ seus teleomorfos sdio também bastante fregilentes em
agua doce. As espécies Candida diddensi, Candida intermedia foram associadas a
agua do mar ¢ a agua doce poluida. Espécies do género Cryprococrus,
especialmente  Crypfococcus albidus ¢ Cryptococcus laurentii sjo tipicamente
associadas a dgua doce ndo poluida e agua litordneas (VAN UDEN & FELL, 1968,
HAGLER, 1978).

Espécies como Candida famata, Candida guilliermondii, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus laurentii e Rhodotorula ghutinis
foram associadas a algas de agua doce no Japio (HAGLER & AHERAN, 1987).

Em trabalhos realizados nas redes de tratamento de 4guas da Regifo da
grande S3c Paulo, foram isolados véarios géneros entre quais: Crypfococcus,
Kloeckera, Rhodororula ¢ Torulopsis (APOLINARIO & MILANEZ, 1986a),
Trichosporon, Aureobasidium (APOLINARIO & MILANEZ, 1986b), Hansermia,
Debaryomyces, Pichia (APOLINARIO & MILANEZ  1985a) e Condida
{APOLINARIO & MILANEZ, 1985b).

Uma possivel fonte das espeécies de leveduras pode ser a margem de rio,
pots Cryprococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces e Saccharomyces foram isolados
de vegetagBes da mata ciliar. Estas leveduras podem estar associadas com a parte
externa das folhas, que criam um meio apropriado para o seu crescimento (PHAFF
ef al., 1966).

Espécies autOctones fazem parte da biota normal de ambientes aquaticos,
como o Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis ¢ algumas leveduras

basidiomicéticas e seus anamorfos, Uma grande diversidade das aloctones também
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estiio presentes em ambientes aquaticos (HAGLER & MENDONCA-HAGILER,
1991b).

As leveduras vermelhas, sempre freqiientes em estudos de leveduras
aquaticas, especialmente em Agua doce, chegam a quase 50% desta populagio,
tendo como representantes frequentes géneros como Rhodotorula, Rhodosporidinm
¢ Sporobolonmyces. O género Sporobolomyces € oxidativo, representado por
leveduras vermethas basidiomicéticas, produtoras de balistosporos, associadas com
o nicho de plantas terrestre ¢ carregadas para a agua pelas folhagens. O género
Rhodosporidium esta associado a vegetacio marinha (HAGLER, 1978, HAGLER &
AHERAN, 1987, NEWELL & FELL, 19703},

Leveduras associadas & dgua doce foram isoladas no Lago Douglas ¢
wlentificadas como Rhodotorula, Crypiococcus e Candida (COMI et al, 1983}
Estudos sobre espelhos d’agua da regido do Lago Michigan demonstraram a
presenca do género Candida e Rhodotoruia tanto nas aguas poluidas ou limpas
(WOOLLET & HEDRICKI, 1970). Analisando-se as aguas do rio Mosella, da
nascente a foz, nas dguas limpas prevaleceram espécies do género Rhodotornia € nas
aguas poluidas prevaleceram Candida e Trichosporon (FHINZELIN et al apud
COMI et al, 1983}

O género Cryptococcns ocorre com malor incidéneia em locais de agua
impa (HAGLER & AHERAN, 1987), entretanto existe registros de seu isolamento
em esgotos e aguas fortemente poluidas (PECANHA, 1993, HAGLER, 1978,
APOLINARIO, 1984).

Os géneros Aureobasidium, Hansenula ¢ Rhodotorula, apresentam uma
distribuiciio ampla, sendo encontrados tanto em locais poluidos como em focais nfio
poluidos (APOLINARIO, 1984). Aurechasicdium pullilans ¢ a espécie mais
difundida, em meios de isolamento apresenta pigmentacic variando de creme a
vermetho, roseo ao verde, com bordas inteiras no inicio do crescimento, passando
graduamente & uma pigmentcdo marrom escura a preta, com bordas rizoides ou

irregulares. Por estar associada & folhagem e ao solo, provavelmente possul um ciclo
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similar & Sporobolomyces. Existem especies relacionadas a aguas poluidas, como
Trichosporon beigelii (PECANHA, 1993), Candida krusei, Candida tropicalis ¢
Condida glabrata (AHERAN et al, 1968, HAGLER & AHERAN, 197§;
PECANHA. 1993).

A microbiota do lago Champlain, USA, mostrou que em areas dirgtamente
afetadas por efluentes industriais & domésticos, a populagio de leveduras geralmente
excede 300 umdades formadoras de coidma {UFC) por 100 mi enquanto os locas
com niveis de poluiclo muito baixo ou nfoe poluido apresentaram contagem de 20
UFC/100 mb. Foram isoladas representantes dos géneros Rhodotorula, Torulopsis,
Cryptococeus albidus, Aureobasidium pullulans, leveduras pretas e leveduras do
complexo Candida krusei | Pichia membranofaciens. Uma concentragio maior de
leveduras foi encontrada proxima a superficie. Leveduras como CUryptococcus
albidus, Rhodotorula rubra, Rh. glutins, Aureobasidium pullulgns sio todas
oxidativas (MEYERS et al, 1970). Nestas areas do lago, havia predominéncia de
grupos fisiclogicos distintos, o que levou o autor a sugerir a possibilidade de usar
vhrias espécies de leveduras como indicadores especificos da qualidade da dgua. Em
4guas nio poluidas a predomindncia tem sido de espécies dos géneros Cryplocaccus
¢ Rhodotorula (VAN UDEN & AHERAN, 1963; MEYERS et al,, 1970; SANTOS,
1980). Candida e Rhodotorula foram os géneros isolados em esgotos domésticos.
Leveduras do género Candida foram apontadas como possivets indicadores de 4gua
poluida, ja que tem sido isolada freqiientemente em fezes de ammais de sangue
quente ¢ consideradas patogenas ou potencialmente patogenas (CARMO DE
SOUZA, 1969; SANTOS, 1980).

Foram coletadas amostras de aguas htorneas poluidas da Itha de Sdo
Vicente & de 4guas ndo poluidas de Bertioga (SP), entre o perfodo de mamo a
dezembro de 1976, tendo sido isoladas 500 colbnias de leveduras, distribuidas nos
géneros: Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Torulopsis, Trichosporon,
Debaryomyces, Hansenula, Pichia e Sporobolomyces. Os resultados revelam a
possibilidade de leveduras do género Candida serem um novo marco indicador de

poluicio em aguas de estudrios marinhos. Leveduras de dguas do mar e estuarinas
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participam de processos ecoldgicos bastante notorios, tendo como papel central de
conversdo de substratos orgdnicos, mineralizados, reciclagem de nutrientes,
biodegradacdo do oleo ou como decompositores dos animais marinhos (PAULA et
al, 1983),

Coletas realizadas no Egito resultaram em 269 linhagens isoladas de
diferentes amostras de agua coletadas. Estdo incluidas 126 linhagens isoladas em
agua fresca, 108 isoladas em despejo de esgotos e 35 de aguas residuais de uma
fibrica de agucar de cana. Foram identificadas 16 espécies pertencentes a 11
géneros. Debaryomyces hansenii, Rhodotorula mucilaginosa e Torulaspora
delbrueckii foram predominantes em agua fresca, a Debarvomyces hansenii,
Trichosporon beigelii, Rhodotorula mucilaginosa e Kluyveromyces marxianus
foram espécies predominantes em esgotos e Saccharomyces cerevisae,
Kluyveromyces marxianus e Trichosporon beigelii foram espécies predominantes

em aguas residuais da fabrica de aglicar de cana (HARDY, 1993).

Leveduras e baciérias foram isoladas da 4gua acumulada na parte central de
duas bromébas, Neoregelia cruenta de uma duna proxima ac litoral e Quesnelia
quesneliana, ongindria do mangue, ambas proxima a cidade do Rio de Janeiro
(Brasil). A comunidade de leveduras N. cruenta foi tipica de superficie de plantas
com anamorfos basidiomicéticos. A levedura preta Aureobasidium pullulans foi a
populagiio prevalecente. A Quesnelia quesneliana possui uma proporcio substdncial
de leveduras ascomiceticas e seus anamorfos, incluindo provavelmente o novo
biotipo de Saccharomyces unisporns. A comunidade microbiana em aguas
acumuladas em bromélias ¢ tipicamente autoctone e ndo contaminante (HAGLER et
al., 1993),

Foram feitos estudos no Oceano Indico, mostrando a relacdo entre
leveduras terrestres e aquaticas, onde a populacfio das leveduras serve como fonte
de alimento para a populacio do zooplancton do mesmo ambiente (oceano) Um
grande numero de leveduras terrestres foram encontradas no meio ambiente

estuarino apresentando caracteristicas de espécies pertencentes a dois grupos: grupo
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I Candida ¢ Cryptococcus, grupo 2. Rhodotoruln, Torulopsis, Debaryomyces e
Irichosporon, leveduras estuarinas fermentativas, que crescem na faixa de 6 a 44°C,
possuindo uma utilizagdo hmitada de componentes orgimcos (RHEINHEIMER,
1987).

2.3-Leveduras: importincia, definicio ¢ aspectos histéricos de sua

faxonomia.

0 ponto de partida para o desenvolvimento biotecnolégico estd em procurar e
descobrir fendmenos biologicamente exploraveis. Tal processo imicia-se com a
procura de materiais biologicamente apropriados, sele¢do das propriedades
desejaveis e ¢ finalizado com a opgfo pelo subgrupo de organismo selecionado para

a obtencdo do processo ou produto final desejado {BULL et al., 1992).

A 4rea de classificacdo de organismos € uma das areas de maior desafic na
biologia (BULL et al, 1992). Sistematica € ¢ estudo cientifico da taxa e diversidade
de organismos juntamente com todas as relagdes que os envolve. E uma disciplina
fundamental que engloba classificagdo, nomenclatura, identificagio, andlise
filogenética, processos evolutivos e mecanismos genéticos {GOODFELOW &

O’DONNEL, 1992).

O termo levedura sempre fol associado na historia ao processo fermentativo,
O significado da palavra levedura provém do latim “levere” e significa suspender,
referindo-se a producdo de gas carbdmico durante a fermentacdo, levantando a
superficie liquida como uma espuma (PHAFF et al, 1978). O primeire uso das
leveduras foi provaveimente na mistura de populagSes de leveduras com suco de
frutas ou grios de cereais, resultando em bebidas alcoolicas conhecidas, come vinho

g cerveja.
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2.3.1-Taxonomis convencional.

Ha mais de 4000 anos as leveduras ja estavam presentes nas tumbas Egipicas,
em Thebes no Rio Nilo, na forma de bebida e po fermentado. As primeiras
pesquisas cientificas foram feitas por Van Leeuwenhoek em 1680, quando foi
possivel observar em microscopio “corpos” muito pequenos. VAarios pesquisadores
continuaram a estudar o assunto. Em 1876 Pasteur publicou um livro sobre
processos fermentativos em condigles anaerdbicas, mostrando a habildade
respiratoria e fermentativa das leveduras. Emul Christian Hansen estudou
caracteristicas morfologicas ¢ fisioldgicas das leveduras, tendo diferenciado e
caracterizado inumeras especies. Em 1896, Hansen elaborou o primeiro sistema de
classificacdo taxonOmica de leveduras, de acordo com a revisio de PHAFF et al

(1978).

Somente em 1931 foi elaborado por Stelling-Dekker um sistema de
classificagio mais completo. Estudos taxondmicos envolvendo leveduras ndc
esporulantes foram elaborados por Lodder em 1934 ¢ Diddens em 1941 (PHAFF et
al., 1978). Um novo sistema de classificacdo foi elaborado em 1952 por Lodder ¢
Kreger Van-Rij, envolvendo tanto leveduras esporulantes como ndo esporulantes.
Esta publicagiio ¢ conhecida por ter abordado a taxonomia de leveduras de forma
bastante extensa. LODDER {1970) e BARNETT et al, (1977) revisaram os

sistemas de classificaciio de leveduras dando énfase as caracteristicas fisiologicas.

Fazendo parte do Reino Fung, as leveduras sfo classificadas como Bumycota
(Eumycetes). Dentro desta divisio existem trés classes diferentes. Ascomycetes,
Basidiomycetes e Deuteromycetes. As duas primeiras classes sdo caracterizadas por
serem produtoras de esporos e por ferem um ciclo sexual caracteristico. As
leveduras deuteromicéticas, também conhecidas como leveduras imperfeitas,
apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes as leveduras ascomicéticas ou
basidiomicéticas, entretanto ndo foram observadas ainda a producio de esporos & a
presenca de um ciclo sexual definido. (LODDER, 1970, PHAFF et al, 1978,
KREGER-VAN RIJ, 1984, KURTZMAN, 1988; BARNETT et al, 199G
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Oniginalmente, a caracterizagio das espécies de leveduras estava concentrada
principalmente na morfologla dos estados vegetativos e sexuais, sendo
posteriormente incluldos testes fsioldgicos e genéticos. (KREGER-VAN RII
1984a;, BARNETT et al., 1990, HAGLER & MENDONCA-HAGLER, 1991b).

Dentro das propriedades bioguimicas estudadas para a identificagio esta a
habilidade em fermentar a assimilar diferentes agticares. Substdncias ricas em fonte
de carbono, como as frotas, favorecem o crescimento da maioria das leveduras que
possuem habilidade de metabolizar agicares e outros componentes organicos
através da fermentagfio. Leveduras com dificuldade em sintetizar as hexoses,
conseguem em contrapartida, assimilar uma variedade de componentes prginicos
ndo fermentesciveis encontrados em ambientes especificos que servirfio de base para
seu estudo taxondmico (KREGER VAN RIJ, 1984). A habilidade em assimilar e
fermentar diferentes componentes so tera valor taxondmico se formecer uma
resposta constante (BARNETT et al., 1990).

Para dehinir a caracteristica ascomicética ou basidiomicética de uma levedura
utiliza-se testes de DBB (Diazonmum Blue B) ¢ hidrdlise de uréia (HAGLER &
AHERAN, 1981). A reacdo positiva para estes testes ocorre apenas com leveduras
basidiomicéticas e seus anamorfos. Quiro teste com a mesma finalidade ¢ a
habilidade das leveduras em crescer em acido tartarico como unica fonte de carbono,

sendo o teste positivo para leveduras basidiomicéticas. (FONSECA, 1992).

Apesar da taxonomia convencional ser bastante eficiente ¢ de grande
importincia, os testes consomem muito tempo de trabalho (PINCUS et al, 1988,
BELIN, 1981). Para se diminuir o nimero de erros e agilizar a identificagio, foram
desenvolvidos como métodos alternativos, os “kits” para andlise (Apt System, Any
Analbtab Products Inc., Nunclon Delta 81}, Estes sistemas ainda possuem pouca
abrangéncia e sio validos somente para pequenos grupos de leveduras (HEARD &
FLET, 1990; BELIN, 1981, GUNASSEKARAN & HUGHER, 1980; AUGUSTYN
et al., 1991}
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Os trabalhos realizados em taxonomia de leveduras trouxe um grande avanco
nos festes da taxonomia convencional com a introdugiio de técnicas moleculares
(KREGER-VAN RIJ, 1984 ¢ BARNETT et al., 1990).

2.3.2-Téenicas de taxonomia molecular e quimiotaxonomia

Recentemente os estudos quimiotaxonémicos vém incrementando a taxonomia
{OLSEN, 1990) pois provém de critérios exatos, reprodutiveis (OLSEN &
BRANDZ, 1992). Dentre os métodos utilizados na quimiotaxonomia de leveduras
podemos encontrar: composicdo de bases do DNA, mapeamento do DNA,
homologta de DNA-DNA, andlise de enzimas, espectro citocromatico, perfil de
proteinas ¢ polipeptideos, fator “killer” de leveduras, perfil de acidos graxos e
outros. {OLSEN, 19906).

Pesquisas na composi¢io quimica e bases de acidos desoxiribonucleicos das
leveduras sdo importantes para a descrigiio do organismo. Estas caracteristicas nfio
s30 analisadas rotineiramente, mas s#o essenciais na desericdo de novas espécies
(OLSEN, 1990).

Avangos nos equipamentos e técnicas analiticas como cromatografia,
eletroforese e outras técnicas fisico-quimicas permitiu uma melhoria nas analises
guimiotaxonomicas, em relagdo as décadas passadas. Os seus estudos se concentram
na elucidagfo da composicio quimica das células microbianas e de seus produtos
metabolicos (OLSEN & BRANDZ, 1992; KOMAGATA & SUZUKI, 1973).

Uma alternativa rapida ¢ efictente a0s testes convencionais ¢ a caracterizagiio
de microrganmismos através da composigBo dos seus 4acidos graxos, por
cromatografia gas-liquido. Este estudo foi realizado com 20 linhagens de
Saccharomyces cerevisae, demonstrando que grupos de linhagens individuais
diferem no perfil de 4cidos graxos (BENDOVA et al,, 1991). Novas linhagens de

Carndida foram descobertas através de métodos quimiotaxondmicos (LEE et al,
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1993}, Analise espectofotométrica das células foi realizada com 12 espécies
pertencentes aos géneros Condida,  Saccharomyces ¢ Kluyveromyees
{MONTRACHER & CLAISSE | 1987).

Através da taxonomia molecular fol possivel comparar as relagles
filogenéticas entre linhagens de leveduras. Neste trabalho observou-se uma certa
similaridade entre Klwyveromyces lactis com Schwanniomyces occidentalis e

Saccharomyces cerevisae (FREIRE et al,, 1995),

A posicdo evolutiva da espécie Candida maltosa foi estudada através do
seqiienciamento de nucleotideos de uma pequena subunidade ribossomal do gene
RNA. As analises filogenéticas mostraram uma relacio evolucionaria de Candida
maltosa com Candidy tropicalis, Candida viswanathii, Candida albicoms, Camdida
parapsilosis e Candida guilliermondii (OHKUMA et al, 1993), Um trabalbo
similar foi feito através da analise seqiiencial nucleotidica do DNA (LOTT et al,

1993},

Analise cladistica foi utilizada para estudar a filogeneticamente 16 géneros de
teveduras e resultou em 7 géneros controvertidos, entre eles o Cryptococcus.
Estudos mostraram que 7 géneros se desenvolveram em paralelo com os
ascomicetos, logo, estes trés géneros possuem o mesmo  sistema  de
desenvolvimento, as taxa estudadas foram: Nematospora, Ashbya, Candida,
Schizosaccharomyces, Schwammiomyces, Fichia, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Cryptococeus, Torulopsis, Rhodotorula, Sporobolomyces, Bullera, Sporidiobolus ¢
Langermidium (SUN & WU, 1992).

Estudos filogenéticos demonstram a relac@o entre o génere Pichia e Williopsis
(LIU & KURTZMAN, 1991). Através da base sequiencial 18s e 268 do RNA
mitocondrial das espécies dos géneros Halleya, Nematospora e Metschrikowia
{Spermophthoraceae) foi demonstrado que ¢ género Halleya esta filogeneticamente
separado do género Nematospora e Metschnikowia (YAMADA & NAGAHAMA,
1991).
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A ligacio entre os dois estados anamorfo-teleomorfo, resulta em novos taxa
de ascomicetos e basidiomicetos, demonstrando a natureza das leveduras e fungos
imperfettos. Considerando-se a formaclo de conidios, a ultraestrutura da parede
cefular e septos, a reagdo de Diazonium blue B, a fisiclogia, a composicdo de
carboidratos, o género Candida compreende tanto espécies ascomicéticas, quamto as
basidiomicéticas. Algumas espécies basidiomicéticas foram excluidas do género
Candida e transferidas em sua maioria das vezes para 0§ géneros (7yprococcus e

Rhodotoruia (WEIIMAN et al., 1988).

2.3.3-Analise de quinonas: significAncia ¢ importincia na taxonomia.

Ublquinonas respiratérias ou coenzima-(3, genericamente denominadas
Quinonas, foram estudadas a nivel de microbiologia sistematica porque representan
um dos critérios mais importantes na taxonomia moderna de leveduras, A andlise do
sistema de ubiquinonas € muito importante pois traz caracteristicas importantissirnas

a nivel genérico € filogenético (BILLON-GRAND, 1989).

O pnmeiro estudo de quinonas em leveduras, fo1 feito por YAMADA &
KONDQ (1973), com 142 linhagens dos géneros Rhodotorula, Cryptococcus,
Sporobolomyvees, e Rhodosporidium. A Co-(Q) foi extraida e parcialmente punificada

por cromatografia de camada delgada e por cromatografia em papel.

Coenzima-Q sdo componentes hipidicos internos da membrana mitocondrial
das bactérias e das leveduras. Possuem um importante valor na cades
transportadora de elétrons, na fosforilagdo oxidativa, no transporte ativo e produgio
de energia. Recentes estudos mostraram gue a ubiquinona estd presente nas
membranas da célula mitocondnial e nfo mitocondrial, mas a fungéo das ubiquinonas
ndo mitocondriais ainda nfio foi totalmente elucidada (CLARKE et al, 1991) A
varia¢do na estrutura das quinonas isoprendides é bastanie significative para a
microbiologia sistematica. O inicio dos estudos de guinonas foi realizado com o

grupo das bactérias, para a elucidagfio de sua fungio na parede celular, somente
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muito tempo depois foi constatado o seu valor na analise taxondémica (COLLING &
JONES, 1981} A ubiquinona ¢ uma molécula mais longa que os fosfolipidios da
membrana mitocondrial interna e € encontrada tanto na forma livre como na forma

ligada a protetnas (COLLINS & JONES, 1980).

Nas leveduras, as coenzima-(} consistem de guinonas isoprenoides
divididas em dois grupos importantes, as naftoquinonas ¢ as benzoquinonas. As
naftoquinonas podem ser divididas em dois grupos as filoquinonas ¢ as
menaguinonas com base em sua estrutura. As benzoquinonas, também s8o divididas

em dois grandes grupos; as plastoquinonas e as ubiquinonas (COLLINS, 1994).

A coenzima-( ¢ sensivel a condigdes alcalinas ou muito acidas e 4 presenga
de oxigénio e luz intensa pois sdo rapidamente fotooxidadas. A sua extragho ¢ a
subseqiiente purificagiio € feita o mais rapido possivel ao abrige de luz, evitando-se
pH extremos. A solubilidade ¢ maior em solventes lipidicos comuns como acetona,

dietileter, cloroformio, etanol ¢ éter de petroleo (COLLINS & JONES, 1980).

Uma pesquisa para a determina¢do da Co-Q por cromatografia liquida de
alta eficiéneia foi realizada, constatando-se que a concentrago ideal de glicose no
meio de cultura € de 15 g/L.. A lavagem da cultura deve ser feita no inicio da fase
estacionaria do crescimento microbiano e a extracdo ndo deve ultrapassar 60
minutos, sendo considerado que valores de concentragio abaixo de 1% ndo possuem
valor significativo na taxonomia (BILLON-GRAND, 1989),

Analise de coenzima-Q realizada em 11 linhagens representando os géneros
Schwanniomyces, Lodderomyces, Lipomyces, Nematospora e Melschmikowia,
identificou o seu sistema como Co-Q-9, exceto o género Nematospora {especie
coryli) que foi identificado o sistema de coenzima (-6, permutindo fazer uma

separacdo filogenética entre os géneros citados (YAMADA et al., 1977},

O género Hansermla consiste em espécies que apresentam diferengas
consideraveis na assimilacfo, habilidade fermentativa, requerimento de vitaminas e

diferenga no porcentual em mol de citosina e guanina { de 30% a 50%) do DNA,
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apresentando dificuldades para sua identificagio. Primeiros estudos envolvendo
taxonomia e filogenia com o sistema de ubiquinonas de leveduras foi realizade por
YAMADA et al (1973) envolvendo espécies de génervos Hansenuda ¢ Pichia. Fol
constatado o sistema Q-7 para o género Hansenula e -9 para Pichia (realizado em
cromatografia em papel). Trabalhos posteriores mostraram que os géneros Pichia ¢
Hansernila foram divididos ambos em trés grupos de sistemas de ubiquinonas {€)-7,
Q-8 e Q-9 (YAMADA et al, 1973). A analise de coenzima-Q permitiu separar
filogeneticamente as espécies de Hamsenula de modo a representar as diregdes
evolucionais de seus ancestrais. A matonia das espécies tem o sistema (-7 como
predominante ¢ Q-6 em menor porcentagem. Hanserula capsulata e H. hosti
apresentafam (3-8 como o componente em malor porcentagem. Neste mesmo
trabatho for feita a analise filogenética das espécies de géneros Debaryomyees,
Detkkera, Hanseniaspora, Kloeckera e Lipomyces, com base em ubiquinonas, sendo
demonstrado ser este um dos critérios mais importantes nesta separagio (BILLON-
GRAND, 1987, YAMADA etal., 1973).

Estudos realizados com o Debarvomyces (NAKASE & SUZUKI, 19853
levou & divisfo em dois grupos, onde o primeiro agrupa espécies com (-6,
apresentando a caracteristica fortemente fermentativa {D. gloiosis, D, franciscae ¢
D. nilsonii}y, ¢ o segundo agrupa as espécies com Q-9 e de fraca fermentagio (I3
hansenti (D). cantarelli e D. rfamarii). Neste mesmo estudo as leveduras
fermentativas Saccharomyces e Khoveromyces apresentaram o sistema Q-6 em
maior porcentagem. Endomycopsis foi representado por trés diferentes tipos de
coenzima-Q (Q-7, Q-8 e Q-9) e a Sacharomycopsis synnadendra apresentou o
sistema Q-8. Estes resultados colaboram com a observacio de YAMADA et al
{1976) sobre a importincia de Ubiquinonas no agrupamenio taxondmico em

leveduras.

O estudo de 43 espécies pertencentes a Nadsomia, Saccharomyeodes,
Wickerhamia, Hanseniaspora e Klpeckera demonstrou serem predominantemente
Q-6, exceto para a Unica espécie analisada do género Wickerhamia., sistema (Q-9.

Estas constatagdes aliados a outros métodos quimiotaxondmicos (composicia de

29



DNA, caracteristicas sereologicas, espectro da parede celular) permitiram elaborar
um agrupamento taxondmico mais seguro para estas leveduras {(YAMADA et al |
1976),

Estudos realizados com 24 linhagens “tipo™ produtoras de balistosporos,
apresentou Q-10 para 4 especies do género Sporidickolus e 5 do género
Sporobolomyces, exceto para uma espécie de Sporobolomyces que apresentou Q-
10{Hy). Dentro do género Bullera, 11 géneros apresentaram o sistema Q-10 e trés
espéeies classificadas como Bullera sp. -9, podendo ser incluidas nos géneros
lrersonia ou  Tilletiopsis (NAKASE & SUZUKI, 1986). Duas novas espécies de
leveduras produtoras de balistosporos, a Sporobolomyces grisecflavis ¢
Sporabolomyces sosicola, ambas isoladas de larva morta (Sasa sp.) orfundas do
Japdo {(montanha) produtoras de pigmento e com balistosporos simétricos bilaterais,
possuem sistema Q-10 além da auséneia de xilose na célula (SUZUKI & NAKASE,
1987).

QO género Candida possul caracteristicas anamorfas relacionadas com os
Erndomycetales que excluindo os basidiomicetos anamorfos, foram transferidos ao

grupo dos géneros Raodotorula e Cryprococcus (WELIMAN et al., 1988),

Leveduras prefas ascomicéticas consistem de coenzimas-Q, prevalecendo
os sistemas Q-10 e Q-10 desidrogenase (Q-10/HZ) nos géneros como:
Aureobasidivm, Hortae, Sarcionomyces, Botrynomyces, Homonema, Pringskemia,
Phaeocovcomyces, Fxophiala, Rhinocladiela, Fonsecaeae, Ramichloridium,
Cryptococcus e Capronia. Excegio constatada para Capronia parasitica (isolado de
fungo) que apresemtou o sistema Q-9 de coenzima {(YAMADA et al, 1989
SUGYAMA et al., 1987).

O género Candida tem sido estudado com maior complexidade através da
correlagdo entre a composicio de acidos graxos, coenzima Q, porcentagem em nol
de guanina e cifosina (G+C), dados soroldgicos, espectro de ressondncia magnética

do proton e candtipos eletroforéticos. Através destas correlacBes foi sugerido um
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método conveniente para diferenciar as espécies de Candfda, Através da anilise de
quinonas foi verificado que este género possul quatro variedades de ublquinonas, us
Q-6, Q-7, Q-8 & Q-9 (VILJOEN & KOCK, 1989, WEIIMAN et al., 1988),

Duas linhagens novas de Candida foram analisadas num estudo envolvendo
linhagens de leveduras degradadoras de celulose e leveduras imperfeitas, isoladas de
materiais naturais no Japdo. A Candida cellulolytica possui o sistema Q-7 de
ubiquinonas ¢ 41,6 % em mol de citosina ¢ guanina do DNA, a ouira espéee
descrita foi a Candida fularvamanensis que possud 0 sistema (-9 e 47 8% em miol de

citosina e guanina do DNA (NAKASE et al,, 1994),

No caso das Candidas {grupo imperfeito} a composicio do sistema de
Coenzima-(} € um critério muito imporiante na classificagdo. Para as Condidas o
processo de extragdo € similar aos demais, apenas variande na etapa de lavagem
onde sdo realizadas com solucio de 0.9% de NaCl (MONTRACHER ET AL,
1990).

Através da anéalise de ubiquinonas, perfil de dcido graxo e porcentagem em
mol de DNA foi possivel transferir a Candida apis variedade galacta {origem de
cazulo de abetha, 1970) para um novo taxa: Camdida galacta combinagio nova,
separando-se do grupo da Candida apis ( isolada de abelha, 1954). Espécies como
Candida  apis, Candida apiculata, Candida bombi e Candida hombicola
apresentaram o sistema (-9 de ubiquinonas. A Candida apis variedade galacta
apresentou Q-8 como o sistema de coenzima de mator porcentagem. Decisivo neste
trabalho fol o sistema de ubiguinonas e a comparagiio em mol de citosina ¢ guaning
entre a Candida apis e a Candida galacta combinagio nova (Camdida apis

variedade galacta) (LEE et al., 1993).

O género Trichosporon tradicionalmente identificados pela formagdo de
micélio verdadeiro e artrosporos demonstrou ser muito diverso com base na analise
de ubiquinonas. 7. beigelli apresentou 12 linhagens Q-10, 29 linhagens (3-9 e uma
linhagem Q-8. Sete espécies representadas por doze linhagens, apresentaram o

sistema (-9, fo1 sugerido que 7. beigelii fosse dividido em 4 grupos distintos devido
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a sua alta heterogeneidade. Antes da analise de quinonas, este mesmo grupo estava
dividido em dois grupos (o primeiro grupe que assimila melibiose ¢ rafinose e o

segundo o que nfio assimila melibiose e rafinose) (HARA et al., 1989).

O sistema de ubiquinonas encontrado no género Ladomyces fol o -9, As
quatro espécies de Schizosaccharomyces analisadas apresentaram variagOes nos
resultados de ubiquinonas. Schiz. pombe e Schiz. malidevorans apresentaram Q-10,
as espécies Schiz. japanicus e Schiz. japanicus vanedade versatilis apresentaram o

sistema Q-9 (YAMADA et al., 1973).

Para 40 representantes das espécies pertencentes aos  géneros
Brettanomyces e Dekkera foram submetidas aos estudos do sistema de ubiquinonas,
o sistema -9 foi encontrado em todas as especies de ambos os géneros analisadas,
Desta forma ficou excluido a possibilidade de se agrupar esses dois géneros com

Hanseniaspora e Kloeckera (ambos com o sistema Q-6) (YAMADA et al., 1980}

O género Sterigmatomyces composta das seis espécies 8. nectari, 5. evige,
S. halophilus, 8. penicillatus, S. polyborus ¢ 8. tursiopsis, foram divididas em dois
grupos. O primeiro grupo compde-se das linhagens com o sistema Q-9 e o segunde
com o sistema Q-10. As diferengas morfolégicas e caracteristicas taxondmicas
levaram a distinguir os dois grupos a nivel genérico. Linhagens que apresentaram o
sistema Q-10 juntamente com a conidia ramificada do esterigma fo transferido a um
novo género, as Fellomyces, gerando as novas espécies Fellomyces nectari (origem
8. nectari), Fellomyces penicillatus (antes 8. penicillatus) ¢ Fellomyces plvbarus (5.

polybarusy (YAMADA & BANNQ, 1984),
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3 - MATERIAL E METODOS.

3.1 - Localizacao e descriciio dos locais de coleta,

Os pontos de amostragem escothidos para o presente trabalho foram trés
pontos distintos ao longo do Rio Una do Prelado na Estagiio Ecologica de Juréia-
Itatins (APENDICE 3), a saber: rio (proximo a Cachoeira do Carvalho), mangue
(localizado entre a cachoeira do Paraiso e Hha do Amemxal) e estuano (Jocalizada
proxima as praias Bamra do Una e Praia do Una), que se encontram interligados,
sofrendo influéncia direta das marés e nutrientes, variando os pardmetros como
salintdade, teor de acido humico, pH e outros. No local de cada ponto de coleta
foram determunados a largura e profundidade da area de coleta e a temperatura da
agua. As areas de amostragem para os diferentes pontos de coleta estdo indicadas a

seguir (TABELA 1).

TABELA 1: Pontos de amostragens no local de estudo e temperatura d’agua.

Rio (Ponto 1) Mangue {Ponto 2) Estuario (Ponto 3)
1*coleta 2% coleta I*coleta 2% coleta 12coleta  2*coleta
T'C 23,2 25,9 202 272 21,8 26,3
Prof (m} 5,24 5,62 5,36 2,30 423 nd.
Larg (m) 0,50 0,66 113 0,71 1,21 0,70

3.2 - Coleta das amostras,

Foram realizadas duas coletas respectivamente na pnmeira semana de
novembro de 1991 (02/11/1991) e na Gltima semana de janeiro de 1992
{30/01/1992) nos trés pontos de amostragem (TABELA 2).
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As amostras foram coletadas assepticamente em garrafas estéreis de | litro
e mantidas a baixa temperatura em recipientes térmicos até serem trabathadas em

laboratorio.

TABELA 2: Dados de coleta dos dias 02/11/1991 & 306/01/1992.

dia §2/11/91 dia 30/01/92 =
inicio da coleta: 7:00 hs 725 hs
término: 350 hs 9:50 hs
maré Porto Santos: 0,1m {05:49 hs, maré baixa)  0,7m (6:43hs)
maré baixa: 1,1m {13:09 hs, pico de maré) 1,0m (13:08hs)

{*)coleta sob incidéncia de chuva.

3.3- Caracterizaciio fisico-guimica das amostras.

Assepticamente foram separadas aliquotas das amostras para deterninacio

do pH, salinidade, teor de fosforo e de nitrogénio.

3.4~ Origem das leveduras estudadas.

Setenta linhagens de leveduras isoladas ao longo do projete “Pesquisa da
Migcrobiota da Estagio Ecolégica de Juréia-ltating” da Colec@o de Culturas Tropical
foram selecionados para o presente trabatho, Os substratos variam de plantas, solo ¢
agua de rios. Os codigos das linhagens que se encontram depositadas na Colecfo de
Culturas Tropical (CCT) estio listados no APENDICE 2 e foram isolados pelo
seguinte método:

Aliquotas de 10 mL de cada amostra foram colocadas em tubos de ensaip
contendo 10 ml de meio liquido “MLA modificado” { 6,0% de dextrose, 3,5% de

cloreto de sddio, 0,5% de sulfato de amdnio; 0,68% de fosfato monobasico de
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potassio; 0,5% de extrato de levedura; 0,005% de acido nahdixico, 0,005% de
ampicilina, pH=4.0) (SCHRANK, 1982) e “Sabourand modificado” (2,0% de
glicose, 1,0% de peptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,005% de acido
nalidixico, 0,005% de ampiciiing, pH final = 4.0) (HAGLER, 1978} para o
isolamento das leveduras. Cerca de 250 mlb das amostras foram filtradas em
membrana Millipore (0,8 §). As membranas foram cortadas ao meio e cada parte
colocada assepticamente sobre os meios solidos para isolamento em placa (MLA ¢

Sabouraud modificado).

Os tubos de ensaio inoculados foram incubados a 25°C por 5 a 10 dias.
Dos tubos onde houve crescimento foram retiradas aliquotas de 0,1 mL que foram
transferidas para placas de Petri com meio solido para isolamento e, com auxilio de

uma al¢a de inoculagfio, foram feitas estrias de esgotamento.

As placas contendo as membranas ¢ as placas com as estrias de
esgatamento foram incubadas a 25°C por 3 a § dias. As colénias de leveduras que se
desenvolveram nestas placas foram repicadas até sua purificago. As colOmias
morfologicamente distintas foram caracterizadas, codificadas e transfendas para
tubos contendo “GYMP” (2,0% de glicose, ¢,5% de extrato de levedura, 1,0% de
extrato de malte, 0,2% de fosfato de sodio monobéasico ¢ 2,0% de agar, pH=35)
(HAGLER, 1978). Apés o desenvolvimento, foram cobertas com oleo mmeral ¢

mantidas 4 temperatura ambiente para posterior identificagio.

3.5- Identificacdo e taxonomia de leveduras,

3.5.1- Consideracies gerais,

As 70 linhagens isoladas, apos punficadas, foram identificadas de acordo
com a metodologia recomendada por KREGER-VAN-RIJ (1984), BARNETT et al
(1990, 1983), DOMSCH et al. (1993), LODDER (1970). Qutros trabathos
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dedicados a identificagio de leveduras, como APOLINARIO & MILANEZ (1986a;
1986b), HAGLER & MENDONCA-HAGLER ({1991a), PECANHA (1993,
PRADA {1994) e CASTRO (1993), tambem foram consultados.

3.5.2- Caracteristicas de reproduciio vegetativa e crescimento em meio

liquido.

Caracteristicas morfologicas como arranjo, forma das células e o tipo de
divisBio celular foram observados através da analise em microscopio apds o
crescimento das linhagens em meio liguido GYP (2,0% de glicose, 0,5% de extrato
de levedura, 1,0% de peptona) a 27°C por 24 horas. Caracteristicas como formacio
de sedimento, pelicula e anel foram observadas periodicamente também neste meio

{7, 14 e 21 dias).

As culturas foram moculadas em GYP agar (2,0% de glicose, 0,5% de
extrato de levedura, 1,0% de peptona e 2,0% de agar) e incubadas a 27°C por 48 a
72 horas. Foram observadas caracteristicas das colOnias como: coloragio, cor,
brilho, textura, forma, margem, superficie ¢ o fipo de elevagio, utilizando-se

esterenscoplio.
3,5.3- Microcultive.

Algumas leveduras apresentam a caracteristica de formar pseudomiceélio,
micélios verdadeiros e/ou artrosporos em determinados meios de cultura. Culturas
de leveduras foram mmoculadas na forma de um risco em placas de Petri contendo
meio de CMA (Corn Meal Agar - Difco) e recobertas com laminulas estéreis para a
observagio destas caracteristicas. As placas foram incubadas a 27°C e observadas
em microscOpio Optico apds § a 7 dias de incubagfio. Em algumas hinhagens foi

possivel observar também a formacio de esporos sexuais,
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3.5.4~- Formacio de balistosperos.

Para observar a formacio de balistosporos, utilizou-se a técnica de duas
placas de Petri unidas por uma fita adesiva, onde uma contem meio pobre em
nutrientes {CMA) e a outra contem meio rico (GYP agar). A cuitura fot inoculada
formando um "X" na placa contendo meio CMA. Depois foi sobreposto o fundo da
placa contendo CMA ao fundo da placa contendo GYP agar. Uma laminula estéril
foi colocada sobre o meio GYP agar, na mesma direcio do indeulo.
Assepticamente, as duas bases das placas de Petri foram unidas com fita adesiva. O
conjunto de placas foi incubado a 27°C  durante 30 dias. Onde ocorreu um
crescimento na placa com meio GYP &gar exatamente igual ao desenho contido na
placa com meio CMA, houve formagfio de balistosporos. Estes foram hiberados da
cultura CMA (formando uma imagem espelho). Para as culturas que apresentaram a
formagio de balistosporos, foram preparadas ldminas a fresco utilizando-se as
laminulas colocada sobre o meto tico e for observada a morfologia dos

balistosporos.

3.5.5 - Caracteristica da Reproduciio Sexuada.

A produgiio de esporos sexuais foi verificada atraves de analise
microscopica das linhagens em placas com meio Acetato agar de Mc. Clary (0,1%
de glicose, 0,18% de cloreto de potassio, 0,25% de extrato de levedura, 0,82% de
acetato de sodio e 1,5% de agar). A incubagdio foi feita a 27°C e observagGes em
microscopio foram realizadas em intervalos de 5, 7, 14, 21, 30 e 40 dias. As
culturas que ndo apresentaram produgfio de esporos, foram novamente incubadas
em meios de esporulagio como YM agar (0,3% de extrato de levedura, 0,3% de
extrato de malte, 0,5% de peptona, 1,0% de glicose € 2,0% de agar) e Extrato de
Malte (5,0% de extrato de malte e 3,0% de agar) por periodo de 30 dias, sendo que

as observagdes por microscopia foram realizadas semanalmente.
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3.5.6 - Testes fisiologicos e biequimicos,

Determinadas as principais caracteristicas morfologicas das culturas, foram

realizados os testes fistologicos e biogquimicos.

3.5.6.1- Fermentacio de carboidratos.

As linhagens foram testadas quanto a habilidade em fermentar diferentes
carboidratos. As culturas que inicialmente demonstraram capacidade para fermentar
a glicose foram em seguidas testadas guanto a capacidade de fermentar alguns
dissacarideos como maltose, sacarose, lactose, trissacarideos como a rafinose e
hexose como a galactose. Os agucares foram esterilizados por fitragdo (Millipore}
em membranas de celulose (0,22 um) e estocadas em solugtes a 6%, exceto a
rafinose que foi estocada a 12%.

Em tubos de ensaio contendo Z ml. de meio Basal {0,45% de extrato de
levedura, 0,75% de peptona ¢ solug@io azul de bromotimol até a coloracio verde
garrafa} acrescido de 1,0 mL do carboidrato de interesse. Foram inoculadas 0,1 ml
da suspensdo celular das culturas (com crescimento de 24 hs em GYP a 27°C). As
leituras foram realizadas dianamente, observando-se a producfio de dcido através da
mudanga de coloragdo do meio basal para amarelo ¢ a formagio de gas capturado
no interior do tubo de Durham. As observacgOes foram feitas por um periodo
maximo de 21 dias. O potencial fermentativo foi registrado, considerando-se;

positivo: tubo de Durham com 1/3 a 3/3 de gas em 1 a 3 dias de incubacio.
lento; tubo de Durham com 1/3 a 3/3 de gas em perfodo superior a 3 dias.
fraco: tubo de Durham com apenas bolhas de gas

negafivo ; auséncia de produgiio de gas.

3.5.6.2 - Testes empregando a técnica de "Replica Plate”.

Utilizou-se a técmica de "replica plate" para testes de assimilagio de
compostos de carbono, assimilagic de compostos nitrogepados, teste de

crescimento a 37°C, resisténcia & pressdio osmotica {osmotoler@ncia), teste de
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"DBRB" e sintese de compostos semelhantes ao amido, resisténcia a cicloheximida
(HAGLER et al., 1993; PECANHA, 1993, PRADA, 1994; CASTRO, 1995).

A técnica do "replica plate”, utilizada neste trabatho consiste no emprego
de um multi-inoculador, desenvolvido no "Laboratério de Taxonomia e Ecologia
Microbiana" do Instituto de Microbiologia de UF R.], que permite inocular 25

culturas diferentes em uma mesma placa de Petri (HAGLER et al., 1993).

O 1noculo utilizado para os testes foi preparade a partir de culturas
crescidas em GYP agar por 48 horas, que foram {ransferidas para tubos conterdo
“Yeast Nitrogen Base” (YNB) (0,67%) e 0,1% de glicose, onde permaneceram por
5 dias a 27°C, sendo agitados diariamente para exaurir suas reservas nutritivas.
Decorrido esse periodo, aliquotas de cerca de 0,3mL dessa suspensdo celular foram
transferidas para os osificios da placa martriz do multinoculador, para serem

inoculados nas placas testes.

Para a caracterizagio das linhagens 1soladas foram testadas véarias fontes de
carbono, entre elas: glicose, galactose, L-sorbose, L-ramnose, sacarose, maltose,
celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose, melizitose, amido sohivel, inulina,
D-xtlose, L-arabinose, D-arabinose, D-ribose, eritritol, nbitol {adonitol), D-manitol,
nositol, metanol, etanol, glicerol, galactitol (dulcitol), D-glucitol (sorbitol), acido

suceinico, acido citrico, acido DL-latico e salicina.

As placas foram incubadas por 21 dias a 25°C em estufz incubadora para
Demanda Biologica de Oxigénio. Foram realizadas trés leituras, com intervalos de
7, 15 e 21 dias de incubacio. Foram utilizados como controle positive uma placa
com YNB agar e glicose e como controle negativo placas somente com YNB agar

ou YCB agar.

Foram utilizadas as seguintes culturas padric para a confirmagio e
comparacdo dos resultados: richosporon beigelii (onginal) CCT 1903 {(=ATCC
46446), Pichia pastori CCT 2644 (= DSM 703820 = ATCC 28483), Candida edox
CCT 2637( = DSM 70751 = ATCC 18414), Hansenula candensis CCT 2636
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{(=DSM 70281 = ATCC 14353), Torulopsis glabrata CCT 0730, Kluyveromyces
lodderii CCT 0777 (= NCYC 1417 = CBS 2757, Kloekera apiculata CCT 0774
(=ATCC 18212),Candida methyvlica CCT 1992(= ATCC 56294 = UKM-F 1144),
cedidas pela Coleglio de Culturas da "Fundagio de Pesquisa e Tecnologia André

Toselo” em Campinas,

3.5.6.2.1- Assimilacio de compostos nitrogenados.

As respectivas fontes de nitrogénio foram testadas: Nitrato de potdssio
(0,78g/100mlL.), Nitrato de sodio (0,26g/100mL);, L-lisina (0.56g/100mL} e
Etilamina (0,64g/100mL).

3.5.6.2.2- Crescimento ent meio sem vitaminas.

Foi realizado incubando-se as culturas em “Vitanun Free Base” dgar (VEB

- DIFCO).

3.5.6.2.3 - Osmetolerincia a 56% de glicose e a 16% de NaCl.

Para o fteste de osmotolerincia foram utilizados os meios: GYP
“Sabouraud” dgar + 50% de glicose {50,0% de glicose, 1,0% de extrato de levedura
e 3,0% de agar) e o meio contendo alta concentragfio de sal {10,0% de cloreto de
sddio, 5% de glicose, 10mL de solugio de YNB e 2.0 de agar). O teste de
tolerncia a alta concentragio de acucar foi realizado com meie sélido e o teste de
tolerincia a alta concentragio de sal fot realizado pela técnica de “replica plate”™ As
placas e os tubos foram incubados a 27°C e as leituras realizadas em 7, 14 ¢ 21 dias

de incubagio.

3.5.6.2.4- Resisténcia & cicloheximida.

A habilidade das leveduras em suportar altos teores de cicloheximida
(actidiona) fol verificada utilizando-se a técnica de “replica plate”. A cicloheximida

foi testada nas concentragfes de 100 e 1000ppm.



3.5.6.2.5- Crescimento a 37°C.

Foi verificada a capacidade de crescimento das culturas a 37°C utilizando-
se GYP liquido. Os tubos de ensaio foram inoculados e incubados em Banho Maria.
As leituras foram realizadas através da verificagdio de turbidez do meio apds 48

horas de incubacéo.

3.5.6.2.6-Teste de Diazonium Biue B (DBB).

O teste de coloracio de DBB foi observado em placa contendo GYP agar.
A cultura de interesse foi observada apos 28 dias de crescimento a 27°C. Foram
adicionados sobre a cultura de levedura gotas do sal DBB {o-diznisiding
tetrazotized, Sigma) dissolvido em solugdo tris (0,25 M/ pH= 7,0} sobre condigdes
rigorosas de refrigeragfo. Ap6s 1 a 2 nunutos foi feita a leitura do teste. Se a
cultura apresentou coloragdo vermelho escuro ou violeta apos a adigiio do DBB a
reagdo fol considerada positiva. Fol considerada negativa quando nfio houve

alteracdo de cor.
3.5.6.2.7 - Sintese de compostos amildides,

As placas utilizadas como controle positivo {YNB agar + glicose) no teste
de assimilagdo de compostos de carbono foram utiizadas para verificar a sintese de
compostos amildides. Apds 21 dias de incubagfio as placas foram recobertas com
solugdo de lugol durante alguns minutos. Em resultados positivos a coldnia adquiriu

uma coloragio azulada,

3.5.6.3-Hidrolise de uréia.

A habilidade em hidrolizar uréia foi verificada pela inoculagiio das culturas
em meto Uréia agar (0,1% de glicose, 0,1% de peptona, 0,5% de NaCl, 0,2%
KH,P0O4, 1,0 mL de solugdio 0,12% de vermelho de fenol e 2,0% de agar, pH=

6,8). O crescimento a 27°C por 5 a 7 dias considerou-se como resultado posttivo as
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culturas que apresentaram mudanga na coloragdo do meio de cultura, passando de

amarelo para rosa intenso.
3.5.6.4 - Atividada de arbutina,

As linhagens de leveduras foram inoculadas em Arbuting dgar {0,5% de
arbutina, 0,5% de extrato de levedura, 2.0% de agar e 1 mlL de solugdo 1,0% de
citrato férrico de amdnia} a fim de verificar a habilidade de hudrolisar arbutina. Apds
a incubacdo a 27 C durante 5 a 7 dias foi observado a mudanca de coloragio do
meio de cultura de branco para marrom escuro, considerando-se como resultado

positivo,

3.5.6.5- Produciio de acido.

As culturas foram inoculadas também em meio de CaCO; agar (0,5% de
extrato de levedura, 0,5% de glicose, 0,5% de carbonato de calcio ¢ 2,0% de agar),
As culturas que produziram halos translicidos apos 7 dias de incubacio a 27°C

foram considerados como produtoras de 4cido a partir de glicose.

3.5.7- Analise de Coenzima  (quinonas).

Este teste foi baseado na metodologia deserita por YAMADA & KONDO
(1972), com algumas modificagbes realizadas por BILLON-GRAND, 1939,
SUZUKI et al., 1991, WEIIMAN et al., 1988, YAMADA & KONDQ, 1973.

Para ¢ isolamento, purificacio e identificac#o e isolamento da coenzima Q
foi utilizado o seguinte material:

Reagentes:

Pyrogallol (acido pirogalico P.A.) - Vetec -Quimica Fina L TD A

Hidrdoxido de sodio P.A. - Grupo Quimica

Metanol lichrosolv - Merck

Hexano - Merck

Acetona - Lichrosolv - Merck
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Benzeno P.A. - Merck
Eter isopropilico - Licrhosoly - Merck
L3 de vidro
Ubiquinonas (Coenzima-Q } - Sigma

Q-6 (sigma € 9504 )

-7 (sigma C 0139 )

Q-9 (sigma C 9888 )

Q-10 (sigma C 9629 }
Instrumentos:
Condensador Pirex, com banho termostatico - Eyela
Evaporador rotatorio - Eyela
Funi de separagio
Funil { 5 - 7 de didmetro )
Papel de filtro - Whatmann n® 1 e n® 2
Frasco de Erlenmeyer { 500 ml. )
Pipetas de 5 mL ou similar
Pipeta capilar { Pipeta Pasteur ) - Iwaki Glass
Cromatografia de camada delgada { TLC )
Merck Kiesegel 60 F254 20 x 20 cm. , 0,25 de largura
solvente: benzeno
Cuba de vidro para cromatografia ascendente
Ultra centrifuga refrigerada - Himac CR 2

Shaker New Brunswick Scientific
3.5..1 - Procedimento.

3.5.7.2 -~ Preparo da biomassa.

Foi inoculado em meio GYP “SBabouraud” agar em forma de esiria de
esgotamento em placa de Petri a 27°C durante 48 horas. Apés o crescimento

cultura foi transferida num Erlenmever contendo 400ml. de meio caldo “YM broth”
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modificado (0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de
peptona, 0,5% de glicose e pH = 70), e incubada em shaker rotatorio {(New

Brunswick Scientific) a 27°C, 150 rpm por 72 h.

Depois de crescidas, as culturas foram submetidas ao processo de favagem
por trés vezes. A etapa consistiu de centrifugagio em centrifuga refnigerada (Himac
CR 2) a 4°C, 9.000 rpm por 15 minutos. O precipitado foi ressuspendido em uma
solugdo de concentracdo salina 0,9% e re-centrifugada. As duas lavagens seguintes
foram feitas a 15.000 rpm por 20 minutos a 4°C. A biomassa resultante foi

armazenada em condices de refrigeragdo.

3.5.7.3 - isolamento ¢ Purificacdo da coenzima-~(Q.
3.5.7.3.1- Isolamento da coenzima-).

O procedimento utilizado no isolamento de ubiquinonas consistiu ent:
1- Suspender a biomassa em um frasco de refluxo (de 1000mL}, em 20 mi de

4dgua, 2 gramas de pirogalol, 60 mL de metanol ¢ 3 gramas de hidréxido de sédio,

durante 60 minutos a 920C sob refluxo.

2- ResfTiar a suspensio.

3- Extrair num funil de separagdo, adicionando 10 mi. de dgua e 40 mL de
hexano.

4-Recolher a fase aquosa e retornar ao funil de separagfio para prosseguir por
mais duas vezes a extraco, coletando a fase apolar, no final da terceira.

5- lavar os extratos com agua destilada {40 ml.) por 3 vezes.

6~ Adicionar uma pequena porcio de sulfato de sédio anidro na solugio.

7~ Filtrar a solucfo.

8- Evaporar o extrato sob pressdo reduzida, até secagem completa.

9- Dissolver o residuo com uma pequena pergdo de acetona ¢ evaporar sob

pressdo reduzida até secar novamente.
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3.58.7.3.2- Purificaciio da coenzima-Q3.

O procedimento utilizado na purificagio de ublquinonas consistiu em:

i~ Dissolver o residuo numa pequena porgio de acetona.

2~ Aplicar em uma placa de cromatografia de camada delgada (mistura padrio
como referéncia) e desenvolver com benzeno,

3~ Secar a placa, coletar & zona amarela (azul parpura sob ldmpada UV ).

4~ Extrair o residuo em acetona ¢ filtrar.

5- Evaporar a solucdo sob pressdo reduzida, ate secagem completa.

6- Dissolver o residuo em acetona e filtrar em membrana Millipore.

3.5.7.3.3- Identificaciio da coenzima-{3.

A identificagdo de ubiguinonas foi realizada em um cromatografo a liguido de
alta eficiéncia (marca Shimadzu). As condigdes utilizadas foram:
- Fase mavel; metanol: alcool isopropilico (2:1, viv)
~ Coluna; Zorbax ODS, 4.6 mun x 25 ¢om { Du Pont }
- Detector: UV, com detecglio em 275 nm,
- Volume injetado: 3-4 [l

- Vazio da fase movel: 1mLmin

0 padrio de ubiquinona foi injetado nas mesmas condigdes da amostra.



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ~ Area de amostragem e caracterizaciie fisico-quimica das amostras.

Os dados fisicos-quimicos das amostras coletadas, como pH, temperatura da

agua, porcentual de salinidade e concentracio de nitrogénio e fésforo estio

apresentados na TABELA 3.

TABELA 3 Dados fisico-quimicos das amostras coletadas no rio Una do Prelado.

Rio (Ponto 1) Mangue (Ponto 2)

Estuario (Ponte 3)

testes 12 coleta 2% coleta i* coleta 22 coleta 1 coleta 2% coleta
pH 5,30 4.6 7,50 6,7 7,70 7.0

S %o 0.0 4 16,25 10,0 17,25 13,5

P {ppm} 42,69 29,71 41,44 29,71 36,93 26,75
N (ppm) 0,19 0,28 0,07 0,38 0,09 0,32

4.2 - Identificacdo das leveduras em nivel genérico,

Das 78 linhagens de leveduras selecionadas, oito no puderam ser reativadas

apés dois anos de preservagio em dleo mineral. Destas linhagens que nfio resistiram

a0 armazenamento, cinco eram de cor branca, duas de coloragiio vermelha e uma de

cor creme; cinco foram isoladas do rio, duas do mangue ¢ uma do estuario.

No trabatho de caracterizagfo e classificacfo foram utilizadas as 70 linhagens

viaveis {TABELA 4).
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TABELA 4 Total de leveduras coletadas nos pontos de amostragem,

lewal de coleta | coleta dia 0171191 coleta dia 36:01:92  total de leveduras coletadas
Rio It 13 24
Mangue g 13 2
Estuario 12 12 24
total 32 38 70

Das leveduras isoladas widvels, treze cresceram tanto em meio "MLA"
como em "Sabouraud modificado” (APENDICE 1) Ambos os mews foram
eficientes em relagio ao isolamento, sendo "MLA" com 48,6% isolados ¢

"Sabouraoud modificado™ com 32,8% isolados.

Comparando os dados fisico-quimicos da agua do rio Una entre as coletas
foi possivel observar em comparagio com dados da 1° coleta que na segunda coleta
o valor do pH abaixou (provavelmente devido ao aumento de detritos & ou
nutrieriies carreados pela chuva), a temiperatura aumentou {devido & propria época
do ano), a salinidade diminuiu (através da incidéncia de fortes chuvas nos dois dias
precedentes da 2° coleta), diminuigdo da concentracdo de fosforos € um aumento
considerdvel na concentragdo de nitrogénio {provavelmente devido o acréscimo de
nuirientes organicos carreados pela chuva ou pela mudanga de maré), foi suficiente
para um aumento consideravel (10%) na diversidade microbiana de leveduras na 2°
coleta, condicionando uma acentuada adaptacido e profiferacdo das leveduras em
ambientes marinhos. No ponto coletado em rio de agua doce, aumentou ligeiramente
a salinidade, provavelmente as marés foram mais fories ¢ entrando no percurso do
rio. O rio possui uma elevacio extremamente baixa {em torno de 4 metros),
resultando uma onda de maré percebida nos quase 8¢ Km de percurso, ficando a

agua salgada sentida nos 15 Km acima ou mais (POR et al., 1984).
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4.2.1 - Identificagdo das leveduras isoladas do rio.

As 24 linhagens de leveduras isoladas no rio Una (FIGURA 1), foram
classificadas como pertencentes aos seguintes géneros. Candida (55%),
Rhodotorula (21%), Sporobolomyces (8%), Cryptococcus (8%), Saccharomyces
(4%) e Trichosporon (4%)).

4%

g% O Candida

@ Trichosporon
O Rhodotorula
[ Sporobolomyces
55% |m Cryptococcus
O Saccharomyces |

21%

4%

FIGURA 1: Géneros de leveduras isoladas na regido do rio.
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4.2.2 - Identificaciio das leveduras isoladas do mangue.

Da regidao do mangue, foram isoladas 22 linhagens de leveduras, que foram
distribuidas em 7 géneros distintos: Candida (72%), Zygosaccharomyces,
Aureobasidium, Fellomyces (Sterigmatomyces), Sporobolomyces (todas com 5%),
Williopsis (Hansenula) e Kluyveromyces (ambas com 4%). Neste ponto de coleta

houve uma predominancia absoluta do género Candida (FIGURA 2).

‘mCandida

[l Sporobolomyces
OWilliopsis

O Fellomyces

M Kluyveromyces

O Zygosaccharomyces
 Aureobasidium

FIGURA 2: Géneros de leveduras isoladas do mangue.
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4.2.3 - Identificacio das leveduras isoladas do estusrio.

Da regido de maior salinidade (estuario) foram isoladas 24 linhagens de
leveduras que foram classificadas em cinco géneros: Candida (71%), Rhodotorula
(17%), Williopsis (Hansenula), Aureobasidium e Kluyveromyces (com 4% cada). O
género Candida foi o dominante, neste local de coleta (FIGURA 3).

O Candida

@ Rhodotorula

O Kluyveromyces
O Aureobasidium
B Williopsis

17%

FIGURA 3: Géneros de leveduras isoladas no estuario.
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4.2.4 - Identificacio das leveduras em nivel genérico nos trés pontos de

coleta.

Nos trés pontos estudados, o género Candida foi o mais freqiiente (rio 55%,

mangue 72% e estuario 71%), totalizando 67% das linhagens isoladas, seguidas do

género Rhodotorula com 13%, Sporobolomyces com 4%. Os demais géneros

classificados estdo distribuidos entre os 16% restantes: Williopsis (Hansenula),

Kluyveromyces,
Zygosacchromyces (FIGURA 4).

13%

Cryptococcus,

Saccharomyces,

Fellomyces,

Trichosporon e

Candida

M Trichosporon

O Rhodotorula

O Sporobolomyces
B Cryptococcus

O Saccharomyces
B Williopsis

O Fellomyces

B Kluyveromyces
M Zygosaccharomyces
O Aureobasidium

FIGURA 4: Ocorréncia das leveduras considerando-se os trés pontos de

coleta.
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As leveduras imperfeitas prevaleceram com 91% do total das leveduras
isoladas, incluindo os estados anamorficos de leveduras ascomicéticas e
basidiomicéticas. O restante (9%) foram identificadas como leveduras ascomicéticas
(produtoras de esporos), como: Williopsis, Kluyveromyces e Saccharomyces e

Zygosaccharomyces.

Dentre as linhagens, 74% tiveram resposta negativa ao teste de "DBB" e
hidrolise de wuréia apresentaram um comportamento tipico das leveduras
ascomicéticas. Duas linhagens (as linhagens 495 e 500) apresentaram resultados
inconclusivos, com resposta positiva para uréia e negativa para "DBB". As linhagens
restantes (25,7% do total), DBB e uréia positivas foram classificadas como

basidiomicéticas e anamorfos afins (TABELA 7).

Os géneros Fellomyces, Cryptococcus, Aureobasidium e Trichosporon se
caracterizaram pela produgdo de micélio verdadeiro. O género Trichosporon
apresentou a produgdo de artrosporos. As linhagens produtoras de pseudomicélio
foram enquadradas principalmente nos géneros Candida e Williopsis, representando

50% do total das leveduras isoladas.

Das linhagens com afinidade ascomicéticas 68,6% foram fermentativas, destas
27% fermentaram exclusivamente glicose. As linhagens restantes fermentaram em

ordem decrescente os aglicares sacarose, galactose, maltose e rafinose.

Das linhagens, 31% assimilaram nitrato como unica fonte de nitrogénio,

29% cresceram a 37°C e 30% cresceram em meio livre de vitaminas.

A osmotolerancia foi uma caracteristica muito freqiiente entre as leveduras
analisadas, 45,7% das linhagens cresceram em alta concentragdo de sal (na presenga
de 10% de NaCl), e 80,0% cresceram em meio com alta concentragio de agucar

(com 50% de‘ glicose), 64,3% hidrolisaram arbutina.
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4.3 - Identificacdo de leveduras em nivel de espécies

As 70 linhagens isoladas neste trabalho foram classificadas em 35 espécies
diferentes. Duas linhagens apresentaram caracteristicas leveduriformes. Os
resultados  de classificagdo ao nivel de espécie obtidos por identificagdo
convencional (microscopia e testes bioquimicos) estdo indicadas na TABELA 7.
Considerando-se a importincia e predominidncia do género Candida, foram
realizados testes do perfil de coenzima-Q para enquadramento das linhagens

levando-se em conta os tipos de coenzimas apresentados.

4.3.1 - Identificacdo do género Candida em nivel de espécie.

Resultados da identificagdo ao nivel especifico indicaram uma grande
diversidade de espécie, com 21 espécies distintas, de um total de 46 linhagens
isoladas. Candida sake e Candida pintolopesii var. pintolopesii foram as espécies
predominantes, as demais apresentaram uma ocorréncia menor (TABELA 5). Todos
os resultados dos exames morfologicos, fisiologicos e bioquimicos estdo
apresentados na TABELA 7, os resultados da analise de quinonas estdo
apresentados na TABELA 5, os locais de coleta para as leveduras classificadas ao
longo do Rio Una apresentados na TABELA 6. O agrupamento das linhagens de
acordo com o tipo de coenzima Q resultou na distribuigdo apresentada na TABELA
5 (dados completos da andlise estdo representados na TABELA 8). Os resultados

confirmaram a identificagdo convencional.

Todos os resultados de coenzima-Q foram comparados e concordam com os
dados descritos nas literaturas de referéncia, estudos anteriores (KREGER VAN RIJ
1984, BARNETT 1990; MONTRACHER et al., 1990) e no Catalogo de Culturas
da Japan Colection of Microrganism (1994).
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TABELA 5. Ocorréncia, freqiiéncia e perfil de quinonas das espécies do

geénero Candida isoladas ao longo do Rio Una do Prelado.

Espécie (Candida) ocorréncia N’ Fregqiiéncia(%) Perfil de coenzima-Q
C. sake 5 11 Q-9
C. pintolopesii var pintolpesii 5 11 Q-6
C. famata 4 9 Q-9
C. quercitrusa 3 7 Q-9
C. valida 3 7 Q-7
C. guilliermondii 3 7 Q-9
C. biodinii 2 4 Q-7
C. bombi 2 4 Q-9
C. citrea 2 4 Q-7
C. nitrativorans 2 4 Q-9
C. torresii 2 4 Q-9
C. versatilis 2 4 Q-9
C. atmosphaerica 1 2 nd
C. bacarum 1 2 nd
C. friedrichii 1 2 nd
C. fructus 1 2 nd
C. parapsilosis 1 2 Q-9
C. pseudointermedia 1 2 Q-9
C. solani 1 2 Q-7
C. sonkii 1 2 nd
C. tannotolerans 1 2 nd
Candida sp A 1 2 Q-7
Candida sp B 1 2 Q-7
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Candida sake: as linhagens 26, 32, 87, 90 e 244 foram identificadas como
Candida sake. A linhagem 26 apresentou resposta negativa na assimilacio de D-
xilose (positivo na descri¢do) e apresentou resposta fraca na assimilagio do acido
succinico e acido latico (ambos positivo na descri¢do). A linhagem 32 apresentou
resposta fraca ao teste de assimilagdo do acido latico (positivo na descrigdo). A
linhagem 90 obteve resposta fraca na assimilagio da rafinose (negativo na
descri¢do). A linhagem 244 apresentou resposta fraca no teste de assimilagio da
rafinose e L- ramnose (ambos positivos na descrigdo). As cinco linhagens
apresentaram Q-9 em maior porcentagem estando de acordo com resultado obtido
por VILJOEN & KOCK (1989). Esta espécie foi estudada em ambientes aquaticos
(baias, lagoas, oceano e mar) em trabalhos realizados por BARNETT (1990),
KREGER VAN RIJ (1984), KOHLMEYER & KOHLMEYER (1979), VAN
UDEN & FELL (1968). Esta frequentemente associada a algas do mar
(Chlorophyta, Rhodophyta), espécies de peixes, salmdo congelado (KREGER VAN
RIJ, 1984), em fruta citrica (SUZUKI et al., 1991). Na Estagdo Ecologica de Juréia-
Itatins a Candida sake foi isolada de frutos imaturos de duas espécies do género
Guateria, Guateria sp A e a Guateria hilariana (PRADA, 1994).

Candida pintolopesii variedade pintolopesii: as linhagens 36, 285, 291 e
502 foram identificadas como Candida pintolopesii variedade pintolopesii. As
linhagens 36, 356 e 291 apresentaram resposta positiva para o teste de assimilagéo
da salicina (negativo na descrigdo), a linhagem 356 apresentou resposta positiva para
acido succinico (negativo na descri¢do) a linhagem 36 apresentou resposta fraca a
salicina (negativo na descri¢do) e ndo cresceu a 37°C (positiva na descri¢io). As
linhagens estudadas apresentaram a coenzima Q-6 em maior porcentagem. Esta
espécie foi descrita em frutos maduros de Psychotria nuda, na propria Estagdo
Ecologica de Juréia-Itatins (PRADA, 1994), em ambientes aquaticos (Ribeirdo Rio
Claro) (PECANHA, 1993) e em solo (KREGER VAN RIJ, 1984).
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Candida famata: as linhagens 31, 38, 39 e 43 foram identificadas como
Candida famata. A linhagem 31 fermentou fracamente a galactose (negativo na
descri¢do) e ndo assimilou glicerol (positivo na descri¢do). As linhagens 38, 39 e 43
apresentaram resposta fraca ao acido succinico e as linhagens 38 e 39 apresentaram
resposta fraca ao acido latico. As quatro linhagens sio arbutinas positivas, ndo
utilizam nitrato de potassio como tnica fonte de nitrogénio e sdo DBB negativos.
Todas possuem a Q-9 em maior porcentagem. O estado perfeito desta levedura € a
espécie Debaryomyces hanseni. Esta espécie foi estudada em trabalhos associados a
insetos, ar, ambientes aquaticos por diferentes autores (BARNET et al., 1990,
KREGER VAN RIJ, 1984; FELL & VAN UDEN, 1968) em ambientes aquaticos
poluidos (SILVA FILHO, 1988, APOLINARIO, 1984; PECANHA, 1993), em
insetos (mariposa, Sigelgatia sp) e na agua acumulada em Bromélias na restinga do
Rio de Janeiro (ROSA, 1993). Na Estagdo Ecologica de Juréia-Itatins foi isolada de
uma espécie de angiosperma (Leondra mosenii) (PRADA, 1994). Esta espécie
também foi encontrada na da bacia do Rio de Janeiro no estémago de camardo
(Peneaus schimittiy (PAGNOCCA et al, 1989), e em flor (TOKUOKA &
ISHITANI, 1991). Estes dados de literatura indicam que a espécie possui uma boa

adaptagdo a ambientes aquaticos.

Candida guilliermondii: as linhagens 42, 85 e 491 foram identificadas
como Candida guilliermondii. A linhagem 42 apresentou resposta fraca a prova no
teste de assimilagdo do amido (negativo na descrigio) e nos testes de acido
succinico, acido citrico e L-sorbose (positivos na descrigdo). A linhagem 85 ndo
divergiu em nenhum teste. A linhagem 491 apresentou resposta fraca aos testes de
assimilagdo para D-xilose, acido succinico, melibiose e dulcitol (todos positivos na
descri¢do). Estas linhagens identificadas apresentaram Q-9 em maior porcentagem,
de acordo com KREGER VAN RIJ (1984). Foi confirmada a classificagdo para as
linhagens com a descri¢do sugerida por SUZUKI et al., 1987 b, divergindo nos
testes de D-ribose L-ramnose (ambos positivos na descrigdo). Esta espécie foi
estudada em trabalhos envolvendo ambientes aquaticos ndo poluidos de baia e
sedimentos (KREGER VAN R1J, 1984), e poluidos da regido da Grande Sio Paulo
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(APOLINARIO & MARTINEZ, 1985a), agua marinha na praia de Boa Viagem -
Recife (QUEIROZ, 1972; QUEIROZ & MACEDO, 1972). Esta espécie faz parte
da flora de leveduras maritimas facultativas e foram encontradas associadas a algas e
animais (Mytilus adulis, Crassostrea, Virginica, Marcenaria mescenaria, Penaeus
setiferus) (RHEINHEIMER, 1979), em frutos imaturos de Guateria hilariana na
Estagdo Ecologica de Juréia-Itatins (PRADA, 1994), em frutas tropicais (RALE &
VAKIL, 1984, YOSHIDA et al, 1991, TOKUOKA & ISITANI, 1991), frutas
citricas (SPENCER et al, 1992), em amostras de solo, ar, flores e insetos
(BARNETT et al., 1990).

Candida quercitrusa: as linhagens 41, 48, 294 foram identificadas como
Candida quercitrusa. A linhagem 41 apresentou resposta fraca em crescimento em
meio isento de vitaminas (negativo na descri¢io). A linhagem 48 fermentou
ligeiramente a galactose (resposta negativa na descri¢do) e ndo assimilou D-xilose
(resposta positiva). A linhagem 294 fermentou sacarose (negativo na descrigdo) e
apresentou resposta fraca na assimilagio de D-xilose (positivo na descrigdo),
divergiu na habilidade em hidrolizar arbutina e crescer em meio isento de vitaminas
(negativos na descri¢do). As linhagens identificadas possuem a coenzima Q-9 em
maior porcentagem. A Candida quercitrusa foi estudada em trabalhos anteriores
associada a insetos e folhas de carvalho (KREGER VAN R1J, 1984; BARNET,
1983). A ocorréncia desta levedura em ambiente aquatico ndo se encontra descrita
na literatura consultadas. A sua presenca neste estudo esta possivelmente associado
"a existéncia de vetores (insetos, ar, e outros) que carream microrganismos através

do ambiente.

Candida valida: as linhagens 84, 486 e 501 foram identificadas como
Candida valida. De acordo com a literatura, as trés linhagens confirmaram com
totalidade os testes bioquimicos. As trés linhagens apresentaram Q-7 em maior
porcentagem, conferindo com estudo realizado para esta espécie (VILJOEN &
KOCK, 1989). Pela descrigdo sugerida (SUZUKI et al, 1987 b) as linhagens

divergiram nos testes de assimilagio do acido succinico e etanol e a resisténcia a
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cicloheximida 100 e¢ 1000 ppm (positivos na descricio) mas conferiram com a
descrigdo proposta por APOLINARIO & MILANEZ ( 1985a). A presenga desta
espécie (estado perfeito: Pichia membranofaciens) foi estudada em frutos maduros
de Eugenia sp, Guateria sp B, Pourourama guinensens e Garcinia gardneriana na
Estagdo Ecologica de Juréia-Itatins (PRADA, 1994), na agua acumulada em
bromélias, flores de Ipanema pes-caprae e cacto Cereus pernambucensis (ROSA,
1993). Foi isolado em corpos d' agua na regido da Grande S3o Paulo
(APOLINARIO & MARTINEZ, 1985a) e em moluscos na Taildndia (SUZUKI et
al., 1987b).

Candida bombi: as linhagens 25 e 27 foram identificadas como Candida
bomb. O resultado de Coenzima foi Q-9. A linhagem 27 apresentou resposta fraca
na assimilagdo do teste para L-ramnose e melezitose (ambas as respostas negativas
na descri¢do). A linhagem 25 ndo diferiu em nenhum teste quando comparada com a
descrigdo. Esta espécie foi estudada em abelhas (KREGER VAN RIJ, 1984), e em
flores (TOKUOKA & ISHITANI, 1991), a ocorréncia desta levedura em ambiente

aquatico ndo se encontra descrita nas literaturas consultadas.

Candida nitrativorans: a espécie Candida nitrativorans foi representada
pelas linhagens 37 e 243. A linhagem 243 apresentou um crescimento fraco aos
testes de assimilagdo para galactose, celobiose, trealose e acido citrico (positivos na
descricdo). As linhagens identificadas possuem a coenzima Q-9 em maior
porcentagem. Néo foi citado a ocorréncia desta levedura em ambientes aquaticos

nas literaturas consultadas.

Candida torresii: Candida torresi foi representada pelas linhagens 44 e 86.
A linhagem 44 divergiu da descri¢do na fermentagio da galactose e na assimilagdo
da melibiose e melezitose (negativos na descrigdo), apresentando resposta fraca na
assimila¢do da salicina (positivo na descrigdo). A linhagem 86 fermentou fracamente
a sacarose (negativo na descri¢do), assimilou a melezitose (negativo na descrigdo) e

apresentou resposta fraca na assimilagdo da L-sorbose (positivo na descrigdo).
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Ambas as culturas apresentaram Q-9 em maior porcentagem, conferindo com os
dados apresentados por VILJOEN & KOCK, 1989. Esta espécie foi estudada em
agua do mar (KREGER VAN RIJ (1984) e em rios de locais poluidos na regido de
Sao Paulo (PECANHA, 1991, APOLINARIO, 1984).

Candida citrea: as linhagens 80 e 82 foram identificadas como Candida
citrea. A linhagem 80 divergiu da descrigio no teste de hidrolise da arbutina
(negativo na descrigdo) e a linhagem 82 confirmou os testes bioquimicos com a
descrigdo. Ambas as culturas possuem coenzima Q-7 em maior porcentagem. Esta
espécie nao foi descrita em ambientes aquaticos nas literaturas consultadas; mas em

fruto de limdo e banana por KREGER VAN RI1J (1984).

Candida versatilis: as linhagens 34 e 288 foram identificadas como
Candida versatilis. A linhagem 34 apresentou resposta fraca na fermentagdo da
maltose, trealose e glicerol, ndo cresceu em meio basico livre de vitaminas (positivos
na descri¢do). A linhagem 288 apresentou resposta fraca a trealose (positivo na
descricdo). No teste de quinonas ambas as culturas possuem Q-9 em maior
porcentagem. Foi associada em estudos anteriores com a microbiota da agua
acumulada em bromélias, nas flores Ipomea pescaprae e do cacto Cereus
pseumbucansis por ROSA (1993). Foi isolada em frutos maduros de Eugenia sp.,
Guateria sp B, Pououma guianesis e Garcinia gardneriana na Estagdo Ecologica
de Juréia-Itatins (PRADA,1994), na fruta de kiwi e soja (TOKUOKA & ISHITANI,
1991, SUZUKI et al., 1992).

Candida boidini: as linhagens 496 e 498 foram identificadas como
Candida boidini. A linhagem 496 obteve resposta positiva na assimilagdo do acido
succinico (negativo na descri¢do). A linhagem 498 divergiu na assimilagio do acido
succinico (negativo na descri¢do) e obteve resposta fraca na assimilagdo da maltose
e trealose (negativos na descrigdio). Ambas apresentaram Q-7 em maior
porcentagem. A ocorréncia desta espécie foi estudada em ambientes aquaticos (mar)
(KREGER VAN RIJ, 1984; KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979), a solo, 4gua
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do mar (BARNETT et al, 1990), em frutos maduros e imaturos de frutas de
géneros Guateria, Guateria hilariana e guateria spp na Estagdo Ecologica de

Juréia-Itatins (PRADA; 1994).

Candida parapsilosis: a linhagem 245 foi identificada como Candida
parapsilosis, divergindo apenas no teste de assimilagdo de melezitose, obtendo uma
resposta positiva (negativo na descrigdo). Esta linhagem apresentou a coenzima Q-9.
Conferindo a identificagdo com a descrigio proposta por APOLINARIO &
MILANEZ (1985a), exceto para a fermentagdo da galactose, apresentou resposta
positiva (negativa na descrigdo). Esta espécie foi descrita em ambientes aquaticos
(BARNETT et al, 1990; KREGER VAN RIlJ, 1984; MEYERS et al., 1970), em
corpos da agua na regiio da Grande Sdo Paulo (APOLINARIO & MILANEZ,
1985), associada 4gua e alga marinha (F. vesiculosus) na praia de Boa Viagem -
Recife (QUEIROZ, 1972 ¢ QUEIROZ & MACEDO, 1972), em concha do mar
(SUZUKI et al., 1987), em rios pouco e moderamente poluidos (PECANHA, 1991,
SILVA FILHO, 1988), associada ao camardo Peneaus setiferus na costa do costa
do Mexico, no Golfo do Mexico (PHAFF et al., 1952) e origem marinha causada
por contaminagdo fecal (PIANTELLI et al.,, 1984). Sua presenca foi associada a
algas e animais maritimos (Mytilus edulis; Octupus vulgaris; Crassostrea virginica,
Penaeus setiferus e outros), na areia de praia, e agua do mar no Golfo do Mexico,
Oceanos Atlantico, Pacifico e Indico (KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979), em
fruta tropical (RALE & VAKIL, 1984, YOSHIDA et al, 1991), associada ao
homem e em outros mamiferos ( HAGLER & AHERAN, 1987).

Candida sonkii: a linhagem 246 foi identificada como Candida sonkii,
apresentando resposta fraca para os testes de assimilagdo de D- manitol, acido
succinico, glicerol e dulcitol (positivos na descri¢do). Provavelmente esta cultura
possui caracteristica anamorfo de basidiomiceto por obter resultado positivo para

DBB e urease. Foi confirmada a classificagdo com a descri¢do proposta por BELIN

60



(1981), divergindo nos testes de producdo de arbutina e na assimilagdo do dulcitol.
Sua presenga foi descrita em lagos (KREGER VAN R1J , 1984).

Candida bacarum: a linhagem 248 foi identificada como Candida
bacarum, assimilando a melibiose (negativo na descri¢do), apresentando resposta
fraca na assimilagdo do amido, D-ribose, acido succinico, acido citrico, salicina e
acido latico (positivos na descrigdo). A ocorréncia desta levedura em ambiente
aquatico ndo se encontra descrita nas literaturas consultadas. Foi descrita em fruta
de grosetheira preta por KREGER VAN RIJ (1984). Provavelmente esteja associada

a ambientes aquaticos via vetores.

Candida fructus: a linhagem 287 foi identificada como Candida Jructus.
Esta linhagem fermentou ligeiramente a sacarose e a maltose (respostas negativas na
descri¢do). Esta espécie foi descrita em fruto de banana (coletado em mercado de
alimentos no Japdo) por KREGER VAN RIJ (1984). A ocorréncia desta levedura

em ambiente aquatico ndo se encontra descrita nas literaturas consultadas.

Candida tannotolerans: a linhagem 290 foi identificada como Candida
tannotolerans, divergindo no crescimento em meio contendo 50% de glicose, na
assimilagdo da lactose e rafinose (negativa para os testes na descri¢do padrio). Ndo
foi encontrado nas literaturas consultadas descrigdes desta espécie em ambientes

aquaticos.

Candida atmosphaerica: a cultura 453 foi identificada como Candida
atmosphaerica, apresentando na fermentagio da galactose resposta fraca (negativa
na descri¢do). Esta espécie de levedura foi descrita em ambiente aquatico na propria
agua do mar (KOHLMEYER e KOHLMEYER, 1979), no solo e agua do mar
(BARNETT et al., 1983). Foi isolada em frutos maduros e imaturos dos géneros
Guateria, Guateria hilariana e Guateria spp na Esta¢do Ecologica de Juréia-Itatins
(PRADA, 1994) e em ar (MONTRACHER et al , 1990).
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Candida friedrichii. a linhagem 454 foi identificada como Candida
Jriedrichii, apresentando resposta fraca na assimilagdo da melibiose (positivo na
descrigdo). Nao havendo registros anteriores em estudos de sua ocorréncia em
ambiente aquatico nas literaturas consultadas. Pelo fato desta espécie se adaptar em
alimentos com alta concentragio salina (KREGER VAN RIJ, 1984) provavelmente

ela consegue adaptar-se em ambiente marinho.

Candida pseudointermedia: a linhagem 83 foi identificada como Candida
pseudointermedia, confirmando com totalidade os testes da descri¢do padrdo. Esta
linhagem apresentou Q-9 em maior porcentagem. Esta linhagem foi descrita na pasta
de peixe (kamaboko) no Japao (KREGER VAN RIJ, 1984).

Candida solani: a linhagem 503 foi identificada como Candida solani,
divergindo na assimilagdo do acido citrico (negativo na descri¢do) e na hidrolise da
arbutina (positivo na descri¢ao). Na analise de quinonas apresentou Q-7 em maior
porcentagem. Esta espécie foi descrita em corpos d'agua na regido da Grande Sio
Paulo (APOLINARIO, 1986b).

Candida sp: as linhagens 355 e 295 diferiram da descri¢do padrio em testes
importantes, ndo sendo possivel classifica-las em nivel de espécie. A Candida sp B
(295) aproximou-se muito na descri¢do feita por SUZUKI et al., 1991, com a

Candida fragi, mas divergiu na analise de quinonas.

Provavelmente a linhagem 37 (Candida tannotolerans) seja uma variedade
diferente pois ela divergiu em vérios testes. E possivel que as culturas que divergem
da descrigdo padrdo da espécie neste trabalho e que foram isoladas em pontos
distintos da agua do Rio Una do Prelado, possam representar novos biotipos ou até

variedades diferentes entre grupos da mesma espécie.
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4.3.2 - Leveduras pigmentadas.

Encontram-se agrupadas nesta categoria as leveduras Rhodotorula e

Sporobolomyces apresentando pigmentacio carotendide.

Rhodotorula aurantiaca: as linhagens 40, 129, 241 e 242 foram
identificadas como Rhodotorula aurantiaca. As linhagens 129, 40 e 241 obtiveram
correspondéncia com a descrigdo. A linhagem 242 cresceu em meio contendo 50 %
de glicose (negativo na descri¢do). As linhagens 40 e 242 ndo assimilaram celobiose
e L - arabinose, ndo prejudicando na identifica¢do. Esta espécie foi estudada em
estuarios (BARNET et al., 1983), em ambientes aquaticos (Oceano), solo, planta
(KREGER VAN RIJ, 1984, KOHLMEYER, 1979; FELL & NEWELL, 1970,
HAGLER & AHERAN, 1978).

Rhodotorula mucilaginosa: as linhagens 28 e 30 foram identificadas como
Rhodotorula mucilaginosa variedade mucilaginosa (R. rubra) , a linhagem 28 tem
uma resposta fraca no crescimento em meio basico sem vitaminas e nio produz
acido, divergindo da linhagem 30. Foi associada em trabalhos anteriores a ambientes
aquaticos (agua doce, mar), associando-se a algas (Fucus vesiculosus, thalossiora
subtilis), solo, ar e outros mamiferos (GOTO et al., 1974b, YAMASATO et al,
1974, KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979; MEYERS et al, 1970, VAN
UDEN & FELL, 1968, PIANTELLI et al., 1984, BARNETT, 1990). No rio
contaminado por esgotos doméstico (PECANHA, 1993). Associada ao estudo do
camardo (Penaus schmitti) por PHAFF et al., 1952 ¢ PAGNOCCA et al. (1989) no
Rio de Janeiro. Sua presenca foi associada ao fruto de abacaxi (Ananas comusus),
num estudo feito com o solo, flor, fruto maduro e o proprio ar, na Fazenda
Progresso no municipio de S3o Vicente de Paula, na cidade de Aruarama, Estado do
Rio de janeiro (ROBBS et al., 1989). A Rhodotorula rubra de origem aquatica
possui um sindnimo: Rhodotorula mucilaginosa (FELL & KURTZMAN , 1990). Foi

associada a fruta tropical e alimentos de alta concentragdo de agticar (TOKUOKA et
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al, 1985, TOKUOKA & ISHITANI, 1991; YOSHIDA et al., 1991; RALE &
VAKIL, 1984).

Rhodotorula glutins: as linhagens 293 e 296 foram identificadas como

Rhodotorula glutins. A linhagem 293, cresceu em meio basico com 50% de glicose,

diferindo na descrido padrdo. A segunda cresceu em 37°C, assimilou lactose, e
obteve resposta fraca na assimilagio da galactose (diferindo da descricdo padrio).
Esta espécie foi estudada em ambientes aquaticos por KOHLMEYER &
KOHLMEYER (1979) ¢ GOTO et al. (1974a). Foi isolada em plantas, folhas, ar,
solo, gua fresca, agua do mar (KREGER VAN RIJ, 1984; BARNET, 1983; VAN
UDEN & FELL, 1968; NEWELL & FELL, 1970, GOTO et al, 1974:
PIANTELLI et al., 1984) e associada a algas maritimas e animais (caranguejo: Uca
pugilator; camardo Penaeus setferus e Peneaus setiferus (PHAFF et al, 1952,
KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979). Na regido da Grande Sio Paulo, num
estudo realizado com redes de tratamento de agua (APOLINARIO & MILANEZ,
1986a) foi encontrada esta espécie. Na bacia do Rio de janeiro, foi feito um estudo
associando esta levedura com o camardo Penaeus schmitti (PAGNOCCA et al.,
1989). Associado a flor (TOKUOKA & ISHITANI, 1991), a fruta tropical (RALE
& VAKIL, 1984) e abacaxi (ROBBS et al., 1989).

Rhodotorula graminis: a linhagem 88 foi identificada como Rhodotorula
graminis, conferindo com totalidade a descri¢do na literatura. Esta espécie foi
descrita na literatura em estudos feitos em 4guas marinhas (Oceano Pacifico, Indico
e Atlantico) (KREGER VAN RIJ, 1984), mas ndo se adaptando em aguas doce
(APOLINARIO, 1986a), associada a algas (Chlorophyta, Phaeophyta) e sedimentos
de agua do mar (KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979).

Sporobolomyces roseus: as linhagens 33, 89 e 289 foram identificadas
como Sporobolomyces roseus. A linhagem 33 obteve resposta fraca na assimilagio
da rafinose (positiva na descrigdo). Alinhagem 89 obteve resposta fraca na

assimilagdo da maltose e amido. A linhagem 289 obteve resposta fraca no teste de
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nitrato de potassio (positivo na descri¢io). As trés linhagens produziram
balistosporos. Esta espécie foi descrita na literatura em ambiente aquatico (agua
doce), ar, solo, plantas, insetos, pelos autores KREGER VAN RIJ (1984),
BARNET (1983), KOHLMEYER & KOHLMEYER (1979), HAGLER &
AHERAN (1987) e BARNETT et al. (1990),

4.3.3 - Géneros com caracteristicas ascomicéticas.

Foram detectados 4 géneros de leveduras com frequencia muito baixa:

Zygosaccharomyces microellipsoides: a linhagem 493 foi identificada
como Zygosaccharomyces microellipsoides. Esta linhagem esporulou em meio "YM
agar" de acordo com KREGER VAN RIJ 1984. Apresentou resposta positiva na
assimilacdo da maltose, trealose e eritritol (negativos na descrigdo ). Esta espécie foi
estudada no transpiro de arvores (KREGER VAN RIJ, 1984). A ocorréncia desta

levedura em ambiente aquatico ndo foi descrita nas literaturas consultadas.

Saccharomyces exiguus: a linhagem 499 foi identificada como
Saccharomyces exiguus. Todos os testes bioquimicos foram iguais de acordo com a
descri¢do, exceto para o teste de osmotolerancia em meio contendo 50% de glicose
(negativo na descrigdo ). Esta espécie foi descrita em solo (KREGER VAN RIJ,
1984; BARNET, 1983), em Oceanos e em rios de agua doce (KOHLMEYER &
KOHLMEYER, 1979).

Williopsis saturnus:As linhagens 35 e 497 foram identificadas como
Williopsis saturnus (Hansenula saturn variedade saturn). A linhagem 35 nio
assimilou salicina (positivo na descri¢do), obteve resposta fraca na assimilagio da
galactose e maltose. A linhagem 497 ndio divergiu em nenhum teste quando
comparado com a descricio padrio A linhagem ascomicética, denominada
Williopsis saturnus (Hansenula saturnus variedade saturnus) foi descrita em solo na
América do Norte e em 4gua doce (KREGER VAN RIJ, 1984; RHEINHEIMER,
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1979), na microbiota da ma¢d (DAVENPORT, 1980), em corpos d'agua na regido
da Grande Sio Paulo (APOLINARIO & MARTINEZ, 1985a).

Kluyveromyces aestuari: as linhagens 286 e 492 foram identificadas como
Kluyveromyces aestuari. A linhagem 286 apresentou resposta fraca na assimila¢@o
de ribitol e d-manitol (positivos na descri¢do). Esta espécie foi descrita em estuario
da Baia Biscoyne (KREGER VAN RIJ, 1984), em estuario, fazendo parte do grupo
de leveduras maritimas obrigatorias (KOHLMEYER & KOHLMEYER,1979).

4.3 .4 - Demais géneros classificados em nivel de espécie.

Cryptococcus macerans ¢ Cryptococcus luteolus: a linhagem 249 foi
identificada como Cryptococcus macerans, divergindo na reagdo de iodo (positiva
na descrigdo). A linhagem 318 foi identificada como Cryptococcus luteolus, obtendo
resposta fraca na assimilagdo do d-manitol, acido citrico (positivos na descrigdo) A
linhagem 318 divergiu nos testes de assimilagdo da trealose, eritritol e melibiose
(todos negativo na descrigdo) ao comparar a chave de identificagdo proposta por
APOLINARIO & MILANEZ (1986a). Estas duas espécies foram descritas em
ambientes aquaticos no Oceano Atlantico, Indico e Pacifico (KOHLMEYER &
KOHLMEYER, 1979, MEYERS et al,, 1970 e YAMASATO et al, 1970; FELL &
VAN UDEN, 1963). A espécie Cryptococcus macerans foi isolada em flores
(HAGLER & AHERAN, 1987, BARNETet al., 1983). A linhagem de Cryptococcus
luteolus foi associada ao ar, folha (KREGER VAN RIJ, 1984) e no fruto maduro e
imaturo de abacaxi (Ananas comosus) (ROBBS et al., 1989). Ambas as culturas
foram descritas em corpos d' agua na regido da Grande Sio Paulo (APOLINARIO
& MILANEZ, 1986a) e em aguas limpas por PIANTELLI et al. (1984).

Trichosporon asahii: a linhagem 21 foi identificada como 7richosporon
asahii (T. figueirae) diferindo apenas no crescimento em meio isento de vitaminas
(negativo na descri¢do). Houve descricdo de Trichosporon spp. no intestino de

camardo (Penaeus schmitti) e em aguas na baia do Rio de Janeiro (PAGNOCCA et
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al., 1989), em agua doce (APLINARIO & MILANEZ, 1986b), em fezes humanas
(KREGER VAN R1J, 1984). Este género ¢é caracterizado pela sua pobre adaptagdo
a salinidade e a exposig¢do ao sol de acordo com PIANTELLI et al. (1984), este

género foi coletado num ambiente de salinidade zero.

Fellomyces fuzhouensis: Fellomyces fuzhouensis obteve um unico
representante, a linhagem 292, divergindo na reagdo de iodo, obtendo resultado
negativo (positivo na descrigdo), e obtendo resposta fraca na assimilagido do erttritol,
acido succinico e acido citrico (todos positivos na descri¢do). Esta cultura produziu
micélio verdadeiro. Esta espécie foi associada ao golfinho por KREGER VAN RIJ
(1984) e no proprio Oceano Atlantico por KOHLMEYER (1979).

Aureobasidium pullulans: as linhagens 495 e 500 foram identificadas
como Aureobasidium pullulans, com células predominantemente cilindrica,
ocasionalmente ovoide, apresentando pseudomicélio e micélio verdadeiro,
ascosporos ndo sdo formados e habilidade fermentativa ausente em ambas as
culturas. Provavelmente a linhagem 495 pode ser identificada como Aureobasidium
pullulans variedade pullulans por ser cultura de aspecto leveduriformes, de cor
rosado- amarelado ou marrom claro no final de um més, a cuitura 500 pode ser A.
pullulans variedade melanigenum por apresentar aspecto filamentoso, de cor preta a
marrom escura ap6s um més de cultivo de acordo com o autor APOLINARIO &
MILANEZ (1986b). Esta espécie foi estudada num trabalho de isolamento de
leveduras de 4gua na rede de tratamento da regido da Grande Sdo Pauio
(APOLINARIO & MARTINEZ (1986). Foi isolado em animais aquaticos (espécie
de molusco, camardo: Penaeus setiferus, peixe: Haemulon aureolineotum,
Lactophrys quadricormuta; salmdo) (KOHLMEYER, 1979), isolada na lagoa de
Champlain (USA) (MEYERS et al., 1970), e em solos (DOMSCH et al., 1993).
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4.4 - Consideracoes finais.

Uma grande diversidade de espécies de leveduras foram encontradas nas
amostras de agua do Rio Una do Prelado, coletados da regido de agua doce até o

estuario.

Das 68 espécies identificadas até espécie, apenas 7 confirmaram totalmente as
descrigdes das cultura tipo. Este resultado era esperado pois quase a totalidade das
culturas tipo sdo de originais do hemisfério norte (Europa, EUA, Japdo, etc.)
diferindo enormemente com as condi¢des tropicais dos ambientes brasileiros do
presente estudo. A ocorréncia de variagdes fenotipicas foi esperada ao estudar
ambientes distintos daqueles dos quais vieram as culturas “tipo”, utilizadas para
descreverem a espécie na literatura. Este fato tem ocorrido com freqiiéncia na
identificagdo de espécies em locais tropicais e subtropicais, pois a maioria das
culturas - tipo € proveniente de clima temperados. Em trabalhos realizados por
SILVA FILHO, 1988; PAULA et al., 1983, ROSA et al., 1993, PRADA, 1994, ¢
outros, estudando isolados de fontes tropicais citam que mais de 80% das linhagens
apresentaram discrepancias em relagdo a descrigdo proposta por Kreger Van Rij
(1984),

A presenga de vetores que conduziram as leveduras para ambientes
aquaticos foi demonstrada pelo nimero de leveduras isoladas em ambientes
aquaticos, mas que provavelmente ndo fazem parte da microflora aquatica, como
por exemplo a Candida bombi, associada a abelhas, Candida quercitrusa a insetos e
flores, Candida bacarum a frutas e a Candida tannotolerans ao licor de tanino. O
carreamento de microrganismos ocorre via vetores para o rio através da agdo de
chuvas, insetos, ventos ou fontes diversas. Cada levedura possui caracteristicas
particulares de adaptacdo em ambientes aquaticos, uma vez que a mudanga de
ambiente acarreta modificagdo no comportamento de cada microrganismo em
relagdo a sua propria sobrevivéncia e sua multiplicagdo. Fatores como profundidade,

temperatura, fonte de energia utilizavel (algas), pH, salinidade e outros, sio muito
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importante para o crescimento e proliferagdo dos microrganismo. As transferéncias
do ambiente terrestre para o ambiente marinho, e deste para o meio de cultura pode
acarretar  diferenciagdes no desenvolvimento funcional e estrutural dos
microrganismo, bem como a dificil adaptagdo e isolamento in vitro, acarretando
provavelmente em uma nova espécie (QUEIROZ, 1972; QUEIROZ & MACEDO,
1972, KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979; PIANTELLI et al., 1984,
HAGLER & MENDONCA - HAGLER, 1991).

Provavelmente a diversidade aumentou na segunda coleta com o aumento
das chuvas de verdo, permitindo uma diversidade maior devido ao aumento de
nutrientes carreados para o rio, com o aumento das chuvas foi possivel verificar um
ligeiro decréscimo no pH. Outro dado interessante foi que a propria salinidade
diminui no verdo, provavelmente a propria chuva diminuiu a concentra¢do de sal do

rio, ou pelo acrescimo de nutrientes organicos carreados pela chuva.

Considerando todos os dados fisico-quimicos contidos na TABELA 3 (pH,
temperatura, profundidade e largura da coleta, porcentagem da salinidade, fosforo e
nitrogénio da agua do rio) nos trés pontos de coleta pdde-se observar um acréscimo
na diversidade microbiana na segunda coleta. Provavelmente o que contribuiu para o
acréscimo da diversidade microbiana de leveduras possa ter sido todos os fatores
juntos ou apenas alguns. Neste caso, pode-se sugerir para um futuro trabalho o
estudo mais aprofundado de quais sdo os fatores que influenciam o crescimento
microbioldgico de leveduras aquaticas, qual a relagdo de crescimento das leveduras
com o acréscimo da concentragdo de nitrogénio no meio de crescimento, qual a
relagdo existente entre a concentragdo de fosforo, crescimento microbiano e ainda
analisar se existem fatores fisico-quimicos que poderiam inibir ou incentivar o

crescimento de um determinado grupo de leveduras.

Provavelmente o aumento do indice pluviométrico dois dias antes da
segunda coleta contribuiram para um aumento da diversidade microbiana e também

para os valores fisico-quimicos da segunda coleta.
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TABELA 6- Espécies de leveduras isoladas nos trés pontos de coleta.

Local de isolado  espécie isolada isolado espécie isolada
coleta

n’ n’
Rio 21 Trichosporon asahii 249 Cryptococcus macerans

25 Candida bombi 285 Candida pintolopesii var. pintolopesu

26 Candidda sake 289 Sporobolomyces roseus

27 Candida bombi 293 Rhodotorula glutinis

28 Rhodotorula mucilaginosa (rubraj 294 Candida quercitrusa

30 Rhodotorula mucilaginosa (rubra) 295 Candida sp.

31 Candida famata 296 Rhodororula glutinis

48 Candida quercitrusa 318 Cryptococcus luteolus

89 Sporobolomyces roseus 355 Candida sp.

90 Candida sake 356 Candida pintolopesii var. pintolopesi

129 Rhodotorula aurantiaca 499 Saccharomyces exiguus

248 Candida bacarum 502 Candida pintolopesii var. pintolopesii
Mangue 32 Candida sake 245 Candida parapsilosis

33 Sporobolomyvces roseus 246 Candida sonkii

34 Candida versatilis 290 Candida tannotolerans

35 Williopsis saturnus 291 Candida pintolopesii var. pintolopesii

36 Candida pintolopesii var. pintolopesii 292 Fellomyces fuzhouensis

37 Candida nitrativorans 486 Candida valida

38 Candida famata 491 Candida guilliermondii

43 Candida famata 492 Kluyveromyces aestuarii

44 Candida torresii 493 Zygosaccharomyces microellipsoides

243 Candida nitrativorans 500 Aureobasidium pullulans.

244 Candida sake 501 Candida valida
Estuirio 39 Candida famata 241 Rhodotorula aurantiaca

40 Rhodotorula aurantiaca 242 Rhodotorula aurantiaca

41 Candida quercitrusa 286 Kluyveromyces aestuarii

42 Candida guilliermondii 287 Candida fructus

80 Candida citrea 288 Candida versatilis

82 Candida citrea 453 Candida atmosphaerica

83 Candida pseudointermedia 454 Candida friedrichii

84 Candida valida 495 Aureobasidium pullulans

85 Candida guilliermondii 496 Candida boidini

86 Candida torresii 497 Williopsis saturnus

87 Candida sake 498 Candida boidini

88 Rhodotorula graminis 503 Candida solani
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TABELA 7: Resultados dos exames morfologicos. fisiologicos e bioquimicos das leveduras isoladas.

Trichosporon asahii Rhodotorula aurantiaca

Provascultura 21 £0 129 241 242

pigmento b v v v v
Pseudomicélio +a - - - -
Ascosporos - - - - -
Brotamento bm bm bm bm bm
F. Glicose - - - - -
F. Galactose - - - - -
F. Sacarose - - - - -
F. Maltose - - - - -
F. Lactose - - - - -
F. Rafinose
Glicose
Galactose
Sacarose
Maltose
Celobiose
Trealose
Lactose
Rafinose
Amido
D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose
Eritritol
Ribitol
D-Manitol
Ac. succinico
Ac. Citrico
Inositol
L-Sorbose
Melibiose - - - - -
Melezitose - + + + +
Inulina - - - - -
Etanol - - -
Glicerol + + + - -
Dulcitol - -
Glucitol - F + + .
Salicina - -

Ac. Latico + - - - -
Metanol - - - - -
Cicloheximida 100 - - - - -
Cicloheximida 1000 -
NaCl 10% - - + -
KNO4 - + + + +
NaNO, + + + +
Lisina
Etilamina

VFB

37°C

DBB

Urease
Arbutina
Reagdo de Iodo -
Prod Acido +
50% de Glicose + + - - F
Balistosporos - - - - -

4+
A
Mo+ oy

vy
+ + +
+ + Mo
'

MMM+ 4+ 4 4
V4 4o
L e S ]
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Para a apresentacio dos resultados referentes a identificagdo das leveduras foram utilizadas as
seguintes anotagdes: (+) resposta positiva a prova; (-) resposta negativa i prova, (a) presenga de artrosporos;
(f) resposta fraca a prova; (nd) resultado ndo determinado, (b) coldnia branca; (c) colénia creme; (r ) colonia
rosa; (v) coldnia vermelha; (p) coldnia preta; (m) coldnia marrom; (bb) brotamento bipolar; (bm) brotamento
multipolar; (sf) esporos esféricos; (st) esporos na forma de saturno.
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TABELA 7: (continuagio).

Rhodotorula
glutinis

Rhodotorula
rubra

Rhodotorula
graminis

Prova/cultura 293 296

88

pigmento v v
Pseudomicélio - -
AScosporos - -
Brotamento bm bm
F. Glicose - -
F. Galactose - -
F. Sacarose - -
F. Maltose - -
F. Lactose - -
F. Rafinose
Glicose
Galactose
Sacarose
Maltose
Celobiose
Trealose
Lactose
Rafinose
Amido
D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose
Eritritol
Ribitol
D-Manitol
Ac. succinico
Ac. Citrico
Inositol
L-Sorbose
Melibiose -
Melezitose + +
Inulina -
Etanol +
Glicerol + -

+

+

o+
++ A

SR S SN S G S U S
Mb Mmoo+ o+ 4

Dulcitol
Glucitol
Salicina - -
Ac. Latico - -
Metanol - -
Cicloheximida 100 - -
Cicloheximida 1000 - -
NaCl 10% -
I(NO:; +
NaN02 +
Lisina +
Etilamina F
VFB F
37°C -
DBB +
Urease +
Arbutina +
Reagio de lodo -
Prod Acido +
50% de Glicose +
Balistosporos - -

+++ oy

+

+

v

bm

Vw4 4

++ +

+4+
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TABELA 7: (continuagdo).

Sporobolomyces
roseus

Cryptococus
macerans

Cryptococcus
luteolus

Prova/cultura 33 89 289

249

318

pigmento vs v v
Pseudomicélio - - -
AsCosporos - - -
Brotamento bm bm bm
F. Glicose - - -
F. Galactose - - -
F. Sacarose - - -
F. Maltose - - -
F. Lactose - - -
F. Rafinose -
Glicose +
Galactose -
Sacarose +
Maltose +
Celobiose - -
Trealose + F
Lactose - -
Rafinose + +
Amido + +
D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose - - -
Eritritol - -
Ribitol + +
D-Manitol - +
Ac. succinico - -
Ac. Citrico - -
Inositol - -
L-Sorbose - + -
Melibiose - - -
Melezitose + + -
Inulina - - -
Etanol - - -
Glicerol - - -
Dulcitol - - -
Glucitol + + +
Salicina - - -
Ac. Latico - - -
Metanol - - -
Cicloheximida 100 - - -
Cicloheximida 1000 - - -
NaCl 10% - -
KNO4 + + F
NaN02 - +

Lisina - - -
Etilamina + - F
VFB - - -
37°C - - -
DBB

Urease
Arbutina
Reagdo de Jodo
Prod Acido
50% de Glicose
Balistosporos

R LR
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+ + +
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TABELA 7:(Continuagdo).

Prova/cultura

Williopsis saturnus

kluyveromyces
aestuarii

Fellomyces
fuzhouensis

35

497

286

492

292

pigmento
Pseudomicélio
Ascosporos
Brotamento
F. Glicose
F. Galactose
F. Sacarose
F. Maltose
F. Lactose
F. Rafinose
Glicose
Galactose
Sacarose
Maltose
Celobiose
Trealose
Lactose
Rafinose
Amido
D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose
Eritritol
Ribitol
D-Manitol
Ac. succinico
Ac. Citrico
Inositol
L-Sorbose
Melibiose
Melezitose
Inulina
Etanol
Glicerol
Duilcitol
Glucitol
Salicina

Ac. Latico
Metanol

Cicloheximida 100
Cicloheximida 1000

NaCl 10%
NaN02

Lisina
Etilamina

VFB

37°C

DBB

Urease
Arbutina
Reagio de Iodo
Prod Acido
50% de Glicose
Balistosporos

b
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TABELA 7:(Continuagio).

Zygosaccharomyces Saccharomyces Aureobasidium Candida
microellipsoides exiguus pullulans bombi

provascultura 493 499 495 500 25 27
pigmento b b p P b b
Pseudomicélio - - + + + +
Ascosporos +sf +sf - - - _
Brotamento bm bm bm bm/f bm bm
F. Glicose + + - - + +
F. Galactose F + - - - F
F. Sacarose + + - - + +
F. Maltose - - - - - F
F. Lactose - - - - - -
F. Rafinose + - - - F F
Glicose + + + nd + +
Galactose + + - nd - -
Sacarose + + + nd + +
Maltose + - + nd - -
Celobiose F - + nd - F
Trealose + + - nd + +
Lactose - - + nd - -
Rafinose + + + nd - -
Amido - - + nd - -
D-Xilose F - + nd - -
L-Arabinose - - + nd . .
D-Arabinose - - + nd - -
D-Ribose - F nd - -
L-Rammnose - - + nd -
Enitritol + - + nd - -
Ribitol F - + nd - -
D-Manitol + - + nd + +
Ac. succinico - - F nd F +
Ac. Citrico F - + nd + F
Inositol - - + nd - -
L-Sorbose - - - nd + +
Melibiose + F + nd - -
Melezitose + - + nd - F
Inulina - - + nd - F
Etanol - - - nd - -
Glicerol - - + nd + +
Dulcitol + - + nd - -
Glucitol - - + nd +
Salicina - - + nd - -
Ac. Latico - - - nd - -
Metanol - - - nd - -
Cicloheximida 100 - - - nd - -
Cicloheximida - - - nd - -
1000
NaCl 10% + + + nd + +
KNO; - - + nd - -
NaN02 - - + nd - -
Lisina - - + nd + F
Etilamina F - + nd - -
VFB + - + nd + -
37°C + - - nd + +
DBB - - - - - -
Urease - - + + - -
Arbutina + - - - F F
Reagio de Iodo - - - nd - -
Prod Acido + + + + + +
50% de Glicose + + + + + +
Balistosporos - - - - - -
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TABELA 7: (Continuagdo).

Candida
famata

Candida
versatilis

Candida pintolopesii

var. pintolopesii

Provarcultura 38 39 43

34

288

285

291 356

502

Pigmento
Pseudomicélio
Ascosporos
Brotamento

F. Glicose

F. Galactose

F. Sacarose

F. Maltose

F. Lactose

F. Rafinose

Glicose

Galactose

Sacarose

Maltose

Celobiose

Trealose

Lactose

Rafinose

Amido

D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose

Erttritol

Ribitol

D-Manitol

Ac. succinico

Ac. Citrico

Inositol

L-Sorbose
Melibiose
Melezitose

Inulina

Etanol

Glicerol

Dulcitol

Glucitol

Salicina

Ac. Litico

Metanol
Cicloheximida 100
Cicloheximida 1000
NaCl 10%

KNO,

NBNOZ - -

Lisina - - -
Etilamina - -
VFB + +
37°C -
DBB - -
Urease -
Arbutina +
Reagio de Iodo -
Prod Acido -
50% de Glicose +
Balistosporos - -

+ 4+ 4+ +
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TABELA 7: (continuagio).

prova:cultura

Candida

nitrativorans

Candida
quercitrusa

Candida
gutlliermondi

Candida
torresii

37

243

41

48

294 42

85 491

44 86

pigmento
Pseudomicélio
ASCOoSporos
Brotamento
F. Glicose

F. Galactose
F. Sacarose
F. Maltose
F. Lactose
F. Rafinose
Glicose
Galactose
Sacarose
Maltose
Celobiose
Trealose
Lactose
Rafinose
Amido
D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose
Eritritol
Ribitol
D-Manitol
Ac. succinico
Ac. Citrico
Inositol
L-Sorbose
Melibiose
Melezitose
Inulina
Etanol
Glicerol
Dulcitol
Glucitot
Salicina

Ac. Lético
Metanol
Cicloheximida 100
Cicloheximida 1000
NaCl 10%
KNO4
NaNO,
Lisina
Etilamina
VFB

37°C

DBB

Urease
Arbutina
Reagio de lodo
Prod Acido
50% de Glicose
Balistosporos
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TABELA 7: (continuagdo).

Candida Candida
citrea pseudo-intermedia

Candida

parapsiosis

Candida
sonkii

prova/cultura 80 82 83 84

245

246

pigmento b b

Pseudomicélio + +
Ascosporos - -

Brotamento bm bm
F. Glicose F +
F. Galactose - -

F. Sacarose - -

F. Maltose - - +F -
F. Lactose - -
F. Rafinose - -
Glicose + +
Galactose - -
Sacarose - -
Mattose - -
Celobiose - -
Trealose - .
Lactose - -
Rafinose - -
Amido - -
D-Xilose . -
L-Arabinose - -
D-Arabinose - -
D-Ribose - -
L-Ramnose - -
Eritritol - -
Ribitol + -
D-Manitol - -
AC. succinico + +
Ac. Citrico - -
Inositol - -
L-Sorbose - -
Melibiose - -
Melezitose - -
Inulina - -
Etanol - -
Glicerol + - -
Dulcitol - - +

Glucitol - - + -
Salicina - - +

Ac. Latico - - - -
Metanol - - - -
Cicloheximida 100 - - - -
Cicloheximida - - - -
1000

NaCl 10% - - + +
KNO4 - - - -

NaNO, - - - -

Lisina - - - -
Etilamina - - - -
VFB - - F -

37°C - - - -
DBB

Urease
Arbutina
Reag2o de lodo
Prod Acido
50% de Glicose - -
Balistosporos - - - -
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TABELA 7: (continuagio).

prova/cultura

Candida
tannotolerans

Candida
atmosphaerica

Candida
friedrichi

Candida

290

453

454

496

498

pigmento
Pseudomicélio
Ascosporos
Brotamento
F. Glicose
F. Galactose
F. Sacarose
F. Maltose
F. Lactose
F. Rafinose
Glicose
Galactose
Sacarose
Maltose
Celobiose
Trealose
Lactose
Rafinose
Amido
D-Xilose
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L-Ramnose
Eritritol
Ribitol
D-Manitol
Ac. succinico
Ac. Citrico
Inositol
L-Sorbose
Melibiose
Melezitose
Inulina
Etanol
Glicerol
Dulcitol
Glucitol
Salicina

Ac. Latico
Metanol

Cicloheximida 100
Cicloheximida 1000

NaCl 10%
KNOy
NaNO,
Lisina
Etilamina
VFB

37°C

DBB

Urease
Arbutina
Reagio de lodo
Prod Acido
50% de Glicose
Balistosporos
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TABELA 7: (continuagio).

Candida
sake

prova/cultura 26 32 87

244

Candida
fructus

Candida
bacarum

287

248

pigmento b b b
Pseudomicélio + + -
Ascosporos - - -
Brotamento bm bm bm
F. Glicose + + +
F. Galactose + + F
F. Sacarose - . +
F. Maltose - . F
F. Lactose - - -
F. Rafinose -
Glicose +
Galactose +
Sacarose +
Maltose +
Celobiose +
Trealose +
Lactose - - -
Rafinose - + +
Amido - - -
D-Xilose + F F
L-Arabinose - - -
D-Arabinose - - - -
D-Ribose - - - -
L-Rammose
Eritritol
Ribitol
D-Manitol
Ac. succinico
Ac. Citrico
Inositol
L-Sorbose
Melibiose
Melezitose
Inulina -
Etanol
Glicerol
Dulcitol
Glucitol
Salicina
Ac. Latico
Metanol
Cicloheximida 100 - -
Cicloheximida 1000 - - - -
NaCl 10% + + - -
KNO4 - - - -
N3N02 - - - -
Llsma + - + +
Etilamina - . - +
VFB - - + -
37°C - - - -
DBB - - - -
Urease
Arbutina
Reagio de Iodo
Prod Acido
50% de Glicose
Balistosporos - - - -
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TABELA 8: Perfil de distribuicdo das diferentes coenzimas-Q no género Candida.

Espécie isolado Valor da Perfil de Coenzima-Q (%)
0 literatura Qy0 Q, Qg Q, Qs
C. famata 31 Q-9 90 9
38 100
39 100
43 87 13
C. quercitrusa 41 Q-9 90 10
48 83 5 11
294 86 9 4
C. citrea 80 Q-7 86 14
82 1 90 6
C. pintolopesii 36 Q-6 100
var. pintolopesii 285 1 98
291 2 98
356 100
502 24 75
C. guilliermondii 42 Q-9 95 5
85 95 5
491 5 57 7 14 17
C. bombi 25 Q-9 70 20 7 3
27 75 17 3 4
C. nitrativorans 37 Q-9 100
243 85 11 4
C. valida 84 Q-7 92 8
486 1 94 5
501 73 27
C. sake 26 Q-9 100
32 100
87 95 5
90 68 19
244 88 8 3
C. solani 503 Q-7 2 94 4
C. boidini 496 Q-7 2 94 4
498 2 95 3
C. versatilis 288 Q-9 75 24
34 69 26 4
C. pseudointermedia 83 Q-9 62 3 32 2
C. parapsilosis 245 Q-9 71 28
C. torresii 44 Q-9 68 30 5
86 90 10
Candida sp A 355 85 14
Candida sp B 295 98 2
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5 - CONCLUSOES

1- A maioria das leveduras isoladas dos trés locais de coleta ao longo do rio Una do Prelado

foi caracterizada como leveduras ascomicéticas.

2- Fot constatado diferencgas significativas na microbiota nos trés locais de coleta.

W)
1

Entre as leveduras isoladas, 70 % sdo fermentativas, prevalecendo a sua dominancia

sobre as oxidativas.

4- O género Candida fo1 o mais frequente nos trés locais de coleta 67,14% do total de

isolados, seguido pelo género Rhodotorula (com 12, 8%).

wn
1

Foram isoladas seis linhagens produtoras de esporos ( 8,6% do total).

6- Os géneros Trichosporon, Sporobolomyces, Cryptococcus, Saccharomyces, Williopsis,
Fellomyces, Zygosaccharomyces, Aureobasidium e Kluyveromyces foram isolados ao

longo do Rio Una do Prelado.

7- Os géneros tipicos de rio foram: Trichosporon, Cryptococcus e Saccharomyces.

[ve]
1

Os géneros tipicos de mangue foram: Fellomyces e Zygosaccharomyces.

\O
v

Nao foi detectado nenhum género exclusivo da regido de estuario.

10- O género Candida foi comum nos trés locais de coleta. O género Rhodotorula ocorreu
em rio e estuario. Os géneros Kluyveromyces, Aureobasidium e Williopsis foram comuns

em mangue e estuario. O género Sporobolomyces foi comum em rio e mangue.

11-A osmotolerdncia foi uma caracteristica freqiiente entre as leveduras isoladas. Das
linhagens, 45,7% cresceram em alta salinidade e 80% cresceram em meio com alta
concentrag¢do de glicose. Podendo ser uma caracteristica importante tendo em vista a sua

possivel aplicagdo industrial.

12- O baixo niumero de coletas ndo permitiu a correlagdo conclusiva entre populagio aloctone

e autoctone,
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13- A analise do perfil de coenzima-Q demonstrou ser uma ferramenta valiosa para o auxilio

da identificagdo de espécies de Candida.

14- O género Candida pode ser separado em trés grupos, baseados no tipo de coenzima Q

predominantes Q-6, Q-7 e Q-9 respectivamente.

15- Candida famata, C. quercitrusa, C. guilliermondii, C. bombi, C. nitrativorans, C. sake,

C. versatilis, C. pseudointermedia, C. parapsilosis e C. torresii apresentaram a Co-Q 9.

16- C. citrea, C.valida, C. solani, C. boidini e as duas linhagens Candida sp apresentaram a
Co-Q7.

17- Candida pintolopesii var. pintolopesii apresentou a Co-Q 6.
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APENDICE 1: Meios de isolamento, local e coleta das leveduras identificadas.

N meio local de coleta coleta
Género Espécie isolado SAB. ML estuirio  mangue rio 12 22
mod. A
Aureobasidium  pullulans 495 + + +
500 + + +
Candida atmosphaerica 453 + + +
bacarum 248 + + +
boidini 496 + + +
498 + + +
bombi 25 + + +
27 + + +
citrea 80 + + + +
82 + + + +
famata 31 + + +
38 + + +
39 + + +
43 + + +
friedrichii 454 + + +
fructus 287 + + +
guilliermondii 42 + + +
85 + + +
491 + + + +
nitrativorans 37 + + +
243 + + +
parapsilosis 245 + + +
pintolopesii var. 36 + + +
pintolopesii 285 + + +
291 + + +
356 + + +
502 + + +
pseudointermedia 83 + + + +
quercitrusa 41 + + +
48 + nd nd nd +
294 + + +
sake 26 + + +
32 + + +
90 + + +
244 + + +
87 + + +
sp.A 355 + +
spB 295 + + +
solani 503 + + +
sonkii 246 + + +
tannotolerans 290 + + +
torresii 44 + + +
86 + + +
valida 84 + + +
486 + + +
501 + + +
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APENDICE 1: (CONTINUACAO)

N Meio Local da coleta coleta
Género Espécie isolado SAB. ML  Estuario mangue rjg 12 2%
mod. A
Candida versatilis 34 + + +
288 + +
Cryptococcus luteolus 318 + + +
macerans 249 + + +
Williopsis saturnus 35 + + +
497 + +
Kluvveromvces aestuarii 286 + +
492 + + +
+
Rhodotorula aurantiaca 40 + +
129 + + +
241 + +
242 + +
glutinis 293 + + +
296 + + +
rubra 28 + + +
30 + + +
graminis 88 + + +
Saccharomyces exiguus 499 + + +
Sporobolomyces  roseus 33 + + +
89 + + +
289 +
Fellomyces fuzhouensis 292 + + +
Trichosporon asahii 21 + + +
Zygosaccharomyces  microellipsoides 493 + + +
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APENDICE 2: Codigo das culturas isoladas em agua do rio Una do Prelado depositadas na
Colegdo de Cultura Tropical.

Género Espécie codigo codigo
inicial CCT

Aureobasidium pullulans 495 3864
500 4120

Candida atmosphaerica 453 3898
bacarum 248 3885
boidini 496 3859
498 3847

bombi 25 3861
27 3879

citrea 80 3882
82 3890

famata 31 3839
38 3884

39 3844

43 3873

friedrichii 454 3860
fructus 287 3858
guilliermondii 42 3902
85 3872

491 3877

nitrativorans 37 3896
243 3868

parapsilosis 245 3866
pintolopesii var. 36 3841
pintolopesii 285 3845
291 3850

356 3855

502 3837

pseudointermedia 83 3875
quercitrusa 41 3881
48 3897

294 3846

sake 26 3869
32 3853

90 3888

244 3871

87 3887

sp.A 355 3856
spB 295 3843
solani 503 3878
sonkii 246 3900
tannotolerans 290 3891
torresii 44 3904
86 3870
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\PENDICE 2: (continuagdo)

Género Espécie Codigo Codi

inicial 2o

da
CCT

Candida valida 84 3863
486 3880

501 3876

versatilis 34 3894

288 3862

Cryptococcus luteolus 318 3854
macerans 249 3905

Williopsis saturnus 35 3886
497 3901

Kluyveromyces aestuarii 286 3874
492 3852

Rhodotorula aurantiaca 40 3849
129 3838

241 3840

242 3883

glutinis 293 3851

296 3889

rubra 28 3895

30 3892

graminis 88 3893

Saccharomyces exiguus 499 3842
Sporobolomyces roseus 33 3903
89 3867

289 3899

Fellomyces fuzhouensis 292 3865
Trichosporon asahii 21 3857
Zygosaccharomyces microellipsoides 493 3848
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APENDICE 3 - Mapa mostrando os limites da Estagdo Ecologica de Juréia-Itatins, SP.

SERRA DOS ITATINS
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